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OZET

Bu tez calismasinda, Marmara Bolgesi illerine ait koyun ve kecilerde Bulasici
Agalaksi hastaliginin baslica etkeni olan Mycoplasma agalactiae (Ma)’nin varliginin
bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile teshis edilmesi amaglandi.

Calismada; Bursa, Balikesir, Canakkale ve Edirne illerindeki koyun ve kegilerden 162
adet siit 6rnegi, 147 adet goz svabi, 15 adet eklem sivisi, 11 adet burun svabi ve 4 adet
akciger dokusu olmak tizere toplam 339 &rnek bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile
incelendi. Toplanan 339 6rnegin 190’1 keci, 57’si koyun, 19°u oglak, 6’s1 teke, 27’si kuzu
ve 6’s1 koga ait numunelerdir. Bakteriyolojik incelemede uygulanan biyokimyasal testler
ve tireme inhibisyon testleri sonucunda, Mycoplasma sp. olarak degerlendirilen 29 (%8.5)
izolatin 25’1 Mycoplasma agalactiae (%86.20) olarak identifiye edildi. Sadece
biyokimyasal test sonuglarina gore 2 izolat Mycoplasma ovipneumoniae (%6.89) ve 2
izolat Mycoplasma arginini (%6.89) olarak identifiye edildi.

Molekiiler teshiste, 234 6rnege uygulanan PCR protokolleri ile Mycoplasma
agalactiae uvrC geni PCR sonuglarinda %9.4 oraninda Mycoplasma agalactiae pozitif
tespit edilirken, polC geni ile yapilan PCR sonucunda %13.24 oraninda Mycoplasma
agalactiae pozitif bulundu. Uygulanan uvrC-PCR sonuglarina gore, siit drneklerinin
%15.74 orani ile, eklem s1v1 6rneklerinin %6.66 orani ile ve akciger orneklerinin %25
orani ile pozitif bulundu. PolC -PCR sonuglarina gore, siit 6rneklerinin %22.04 orani ile,
eklem s1v1 drneklerinin %6.66 orani ile, goz svabi 6rneklerinin %1.20 orani ile ve akciger
orneklerinin %25 orani ile pozitif bulundu. PCR sonugclar ile bakteriyolojik incelemeler
karsilastirildiginda %10.68 oraninda M.agalactiae identifiye edildi. Ayn1 zamanda 7 kegi
stitiinde ve 2 gz svabinda bakteriyolojik incelemeler ve/veya uvrC- PCR sonucunda
Mycoplasma agalactiae negatif iken, polC -PCR sonucunda bu 6rnekler pozitif bulundu.
PCR sonuglarina gore, Mycoplasma agalactiae’nin %13.24 orani ile polC-PCR metodu
uygulayarak en fazla deteksiyon orani saglandi.

Sonug olarak, Marmara bolgesinde Bulasict Agalaksi hastaliginin varlig
bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile arastirildi ve hastaliga neden olan baslica etkenin
M.agalactiae oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Koyun, Ke¢i, Mycoplasma agalactiae, mastitis, bakteriyoloji, PCR



SUMMARY

INVESTIGATION OF Mycoplasma agalactiae BY BACTERIOLOGICAL AND
MOLECULAR METHODS IN SHEEP AND GOATS IN THE MARMARA
REGION

The aim of this study was diagnosis of main agent ‘Mycoplasma agalactiae (Ma)’ of
Contagious Agalactia by bacteriological and molecular methods from sheep and goats in
Marmara Region.

A total of 339 samples from 162 milk samples,147 eye swabs, 15 joint fluids, 11 nasal
swabs and 4 lung tissue samples was examined by culture and molecular methods for
sheep and goats in Bursa, Balikesir, Canakkale and Edirne provinces. The 339 samples
were collected from 190 adult female goats, 57 ewes, 19 young female goats, 6 male goats,
27 lambs and 6 rams. Among 29 (8.5%) Mycoplasma sp. isolates; 25 (86.20%) were
identified as Mycoplasma agalactiae, 2 (6.89%) as Mycoplasma ovipneumoniae and 2
(6.89%) as Mycoplasma arginini.

In molecular diagnosis, the 234 samples were analysed using PCR protocols which

uvrC gene PCR results could be detected Mycoplasma agalactiae positive with 9.4 % rate.
On the other hand, polC gene-PCR detected 13.24% rate. The samples were analysed by
uvrC-PCR and detected Mycoplasma agalactiae positive with 15.74% rate of milk
samples, 6.66% rate of joint fluids and 25% rate of lung tissue samples in goats. The result
of polC-PCR detected Mycoplasma agalactiae positive with 22.04% rate of milk samples,
6.66% rate of joint fluids, 1.20% rate of eye swabs and 25% rate of lung tissue samples
in goats. When compared between bacteriological examination and PCR, M.agalactiae
was detected by 10.68% rate.
As a result of this, 7 milk samples and 2 eye swabs were detected positive by polC-PCR
while negative by bacteriological examination and uvrC —PCR. As a result of this polC-
PCR protocol was to high rate (13.24%) of detection of Mycoplasma agalactiae when it
was compared to uvrC-PCR protocol.

In conclusion, presence of Contagious Agalactia in Marmara region was investigated
by bacteriological and molecular methods and Mycoplasma agalactiae was diagnosed as

primary cause of Contagious Agalactia.

Key words: Goat, Sheep, Mycoplasma agalactiae, mastitis, bacteriology, PCR
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GIRIS

Ulkemizde koyun ve kegi yetistiriciliginde son 20 yilda keci varlign %52 oraninda
azalmistir. 2012 yilinda Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére toplam kegi varligimiz 8
357 289 bas olup, sagilan toplam keci sayist 2 968 157 bastir. Elde edilen siit miktar1 369
429 ton (%2.12) ve elde edilen et miktar1 ise 26 318 ton olarak ger¢eklesmistir. Tarimsal
isletmelerde tiretilen siitiin %3,3’1 ve tiretilen kirmizi etin % 4,6’s1 kegilerden elde
edilmektedir. Toplam koyun sayisi ise 27 425 233 bas ve elde edilen yillik siit miktari 1
007 007 ton (%5.7) olarak gergeklesmistir (1).

Koyun ve kegi siitiiniin inek stitiinden farklari; siitiin bilesiminde bulunan yag ve
proteinlerin daha kolay sindirilebilmesi, vitamin ve mineraller yoniinden daha zengin
olmasi ve alerjiye neden olan beta laktoglobulin maddesine sahip olmamasidir. Tiirkiye’de
toplam siit iiretiminde, besinsel degerleri fazla olan koyun ve kegi siitiiniin artigina ihtiyag
duyuldugu ve tilkemizdeki talebin ¢ok altinda iiretimin var oldugu bildirilmektedir. Bunun
nedenleri arasinda sosyo-ekonomik sartlardan kaynakli hayvancilik tiretimindeki kayiplar,
beslenme ve bakim sartlarinin yeterli olmamasi ve 6zellikle ¢iftcilerin veya bakicilarin
bakim ve hastaliklarla ilgili olarak bilgilendirme eksiklikleri sayilabilmektedir.

Bulasic1 Agalaksi hastaligi halk arasinda ‘siit kesen hastalig1’ olarak bilinmektedir.
Koyun ve kegilerde mastitis, siit kesilmesi, keratokonjunktivitis, artritis gibi tipik
semptomlarla ve abort, genital lezyonlar, solunum sistemi sikintilar1 gibi atipik
semptomlarla da karsimiza ¢ikabilmektedir. Hastaligin baslica etkeni Mycoplasma
agalactiae (Ma) olmakla birlikte Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (Mcc),
Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc) ve Mycoplasma putrefaciens (Mp) tiirleri de
hastaliga neden olmaktadir. Bulasic1 Agalaksi hastaligi, Diinya Hayvan Saglik
Orgiitii’niin (OIE) bildirilmesi zorunlu hastaliklar listesinde yer almaktadir (2). Koyun ve
keci siiriilerine bulagsma; infekte hayvan alimlari, kontamine bakici elleri, sagim
makinalari, diger siiriiler ile etkilesim halinde bulunmalar1 ve bu etkenlerin kulak yolunda
taginmast ile olmaktadir (3). Infekte hayvanlardan toplanan siit drnekleri, goz, kulak ve
burun svaplari ve eklem sivist 6rnekleri; bakteriyolojik, serolojik ve molekiiler teshisler ile
incelenerek hastaliga neden olan etkenler ortaya konulmalidir. Tiirkiye’de Bulasici
Agalaksi hastaliginin varligi ile ilgili cok az calisma mevcuttur. Tiirkiye’de 1968 yilinda
yapilan ilk ¢alismada; Watson ve arkadaslari(4) , 22 adet siiriiden izole ettikleri 246
mikoplazma tiiriinii N, A ve C tipleri olarak isimlendirmislerdir. A tipinin klasik Bulasici

Agalaksi etkeni oldugunu, N tipinin apatojen ve C tipininde kegilerde patojen oldugunu
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bildirmislerdir (5). Ayni yilda Bese ve Arda (6) , Ankara bolgesindeki koyunlardan
topladiklari siit, konjunktiva sivisi, burun akintist ve eklem sivist numunelerinden ilk kez
M.agalactiae izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Tirkiye’nin farkli bolgelerinde
yiiriitiilen iki calismada M.agalactiae disindaki diger etkenlerinde hastalik vakalarindan
izole edildigi bildirilmistir. Ozdemir ve Tiirkaslan (7) yaptiklar1 ¢alismada, Bulasict
Agalaksi hastaligi ile siipheli 22 adet koyun ve kegi stirlistinden toplam 144 6rnek almig ve
68 drnekte mikoplazma etkenlerini bakteriyolojik yontemlerle izole etmislerdir. Izole
edilen tiirlerin 53 (% 78)’i M.agalactiae (Ma), 6 (%9)’s1t M. mycoides capri (Mmc), 5
(%7)’1 M. capricolum subsp. capricolum (Mcc) ve 4 (%6)’ii M. mycoides subsp. mycoides
LC (Mmm LC) olarak identifiye edilmistir. Koyunlardan izole edilen tiirlerin hepsi Ma,
kecilerden izole edilen tiirler Ma, Mmc, Mcc ve Mmm LC olarak identifiye edilmistir.
Koyunlarda Ma izolasyon oran1 % 100 olurken kegilerde Ma %60, Mmc %16, Mcc % 13
ve MmmLC %11 oraninda bulunmustur ve cografik olarak, Marmara bolgesinde hastaligin
Ege ve Akdeniz bolgelerine gore daha yogun oldugu gézlenmistir.

Tiirkiye’de en giincel koyun ve keci mikoplazmalari iizerine aragtirmalar1 Cetinkaya
ve arkadaslar1 (8) oncelikle Kecilerin Bulasic1 P1oropndmonisi hastaliginin etkeni olan
Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae ‘nin Tiirkiye’deki yaygimnligi tizerine
yapmustir. Ayni arastiricilar daha sonra mikoplazma as1 stratejileri gelistirmek amaciyla
Bulasic1 Agalaksi hastalik etkenlerinin Dogu Anadolu Bélgesinde ki illerde yayginligini
aragtirmiglardir. Siit 6rneklerinin bakteriyolojik ve Ma spesifik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile incelenmesi neticesinde %81.7’sinde M. agalactiae saptamiglardir.
71 siit 6rneginin 58’ini M.agalactiae - PCR pozitif olarak bulmuslardir. Bu oran, Bulasici
Agalaksi hastaliginin Dogu Anadolu Bolgesi’nde diger bolgelere gore daha endemik
oldugunu gostermektedir. Hastaligin yayginligi, koyun ve kegi siiriilerinin entansif ve
ekstansif yetistiricilige gore degismekte ve dnemli rol oynamaktadir.

Bulasic1 Agalaksi hastaligina neden olan Mycoplasma agalactiae etkeninin
bakteriyolojik ve serolojik yontemlerle izolasyon ve identifikasyonu zaman alici
prosediirler olmasi nedeniyle daha hizli teshis ve identifikasyon araci olan molekiiler
metotlara bagvurulmaktadir. M.agalactiae’nin molekiiler teshisinde kullanilan farkli hedef
gen bolgelerini baz alan spesifik primerler ile standart PCR metotlar1 uygulanmistir (9-11).
Tola ve arkadaslar1 (12) Mycoplasma agalactiae etkeninin standart PCR teshisinde
kullanilmak {izere koyun siitiinden basit ve hizli DNA ekstraksiyonu gelistirmis ve ilk kez
direkt siit 6rneginden; PCR, Southern Blot Hibridizasyon metotlar1 ve bakteriyoloji

metotlarini kullanarak sonuglar1 karsilagtirmislardir. Yeni enfekte olmus 21 siirtiden 357

2



ornek ve gecmiste enfekte olmus 8 siiriiden 87 6rnegi PCR ve bakteriyolojik yontemler ile
incelemislerdir. M.agalactiae-PCR metodu ile test edilen 6rneklerin 175’1 pozitif ve
bakteriyolojik incelemeler sonucunda ise test edilen 6rneklerin 153’{inden M.agalactiae
identifiye etmislerdir. M.bovis ve M.agalactiae suslarinin %99 niikleotid benzerligi
nedeniyle M.bovis ve M.agalactiae tip suslarindan uvrC geni klonlanarak PCR primer
ciftleri tasarlanmistir. UvrC geninin 1.6 kblik fragmentinden amplifiye edilen bu primerler
ile PCR ve Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) analizlerini uygulanmigtir
(9). Farkli bolge ve iilkelerden topladiklar1 41 adet M.agalactiae ve M.bovis ‘e ait tip
suslar1, Fenol-Kloroform yontemi ile ekstrakte edilmis ve bu suslara farkli PCR sistemleri
uygulanmistir. UvrC geni primerleri ile farkli laboratuvarlarda uygulanan PCR sonuglarina
gore M.agalactiae suslarinin %100 identifikasyonu dogrulanmustir (10). Bununla birlikte
Marende ve arkadaslar1 (11), polC geninden amplifiye edilen primerler ile uygulanan
PCR’m uvrC geni ile yapilan PCR’ a gore farkli avantaj ve sonuglarini elde etmislerdir.
Yaptiklari ¢alisma ile uvrC-PCR amplifikasyonunda annealing sicakliklarindaki
farkliliklarin yaninda her iki metotta da M.agalactiae ve M.bovis suslar1 arasindaki
filogenetik yakinliga ragmen ayn1 duyarliklikta deteksiyonlarini saglayabilmislerdir
(11,13).

Bulasic1 Agalaksi, Akdeniz iilkeleri, Asya ve Afrika’da endemik, Amerika’da sporadik
olarak seyretmekte iilkemizde ise endemilerle kendini gostermektedir. Akdeniz
tilkelerinde ve lilkemizde meydana gelen ekonomik kayiplar, 6zellikle siit iiretiminde
azalma ve yliksek morbidite ile kendini gostermektedir. Bu ekonomik kayiplar, hastaligin
eradikasyonu i¢in alinan yetersiz 6nlemler ve as1 stratejilerinin gelistirilmesi gibi
nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir.

Uludag Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 2011/57 numarali proje ile
desteklenenen tez ¢alismasinin amaci, Marmara Bolgesine ait koyun ve kegilerden
toplanan goz ve burun svaplarindan, siit, eklem sivisi ve akciger 6rneklerinden

M.agalactiae’nin varligin1 bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile arastirmaktir.



GENEL BiLGILER

Mikoplazma etkenleri ilk kez 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan Sigirlarin
Pleuro Pneumoni olgularindan izole edilmislerdir. Bu mikroorganizmalara PPLO (Pleura
Pneumonia Like Organism) ad1 verilmis ve 1929 yilinda bu etkenlerin Mikoplazma ad1

altinda isimlendirilmesi uygun bulunmustur (14).

Mycoplasma agalactiae, koyun ve kegilerde mastitis, artritis ve keratokonjuktivitis ile
karakterize, yaklasik iki yiiz yildir bilinen Bulagic1 Agalaksi hastaligina neden olmaktadir
(2). Bu hastaligin ilk olarak 1816 da Metaxa tarafindan tanimlandig1 ve 1871 yilinda da
Brusasco tarafindan “Bulasic1 Agalaksi” olarak isimlendirildigi belirtilmistir (15). ilk
olarak Italya’da ‘sehrin hastalig1’ anlamima gelen ‘mal di sito’ ismiyle tanimlanmustir (16).
Diinya Hayvan Saglhig: Orgiitii'niin (OIE) bildirilmesi zorunlu hastaliklar listesinde yer
almaktadir (2). Bulasic1 Agalaksi diinyada yaygin olarak bulunmakta ve bir¢ok iilkeden
bildirilmektedir. Fransa, Portekiz, Ispanya, Yunanistan ve Italya, Makedonya,
Bulgaristan, Arnavutluk, Tiirkiye, Israil, Urdiin, Hindistan, Giiney Amerika, Kuzey Afrika,
Macaristan, Avustralya ve Yeni Zelanda gibi {ilkelerden yillik olarak hastalik bildirimleri
yapilmaktadir. Sadece Okyanusya kitas1 ve Cekoslovakya’ nin hastaliktan ari oldugu,
Akdeniz iilkeleri, baz1 Asya ve Afrika iilkelerinde endemik, Amerika’ da sporadik
seyrettigi bildirilmektedir (15-18).

Bulasgici Agalaksi’nin ‘klasik’ etiyolojik etkeni, Mycoplasma agalactiae’dir ve bilinen
ikinci mikoplazma tiirii olarak 1923 yilinda Bridre ve Donatien tarafindan kegilerde izole
edilmistir (19, 20). 1931 yilinda Wroblewski tarafindan orijinal olarak Anulomyces
agalaxie diye isimlendirilmistir. Fakat 1957 yilinda olusturulan mikoplazma

taksonomisine gore Freundt tarafindan ismi M.agalactiae olarak degistirilmistir.

Hastaligin klasik etkeni olan M.agalactiae (Ma); 6zellikle kegilerde ve koyunlarda
onemlidir (19). Bununla birlikte, ‘mycoides cluster’ grubundaki 2 mikoplazma tiiriide
Bulasic1 Agalaksi hastaligindaki benzer klinik ve patolojik tablolart meydana
getirebilmektedir. Bu grup; Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc) (Eski adi:

M.mycoides subsp. mycoides LC) ve Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (Mcc)



tiirlerini igermektedir. Ayrica Mycoplasma putrefaciens (Mp), kegilerde benzer klinik
tablolarla hastaliga neden olmaktadir (16, 21-23).

Bergey’s Manual’in 2011 baskisina gore Mikoplazma tiirleri, Mollicutes
(mollis=yumusak, cutis=deri) sinifinda, Mycoplasmatales dizisinde Mycoplasmataceae
familyasindaki Mycoplasma cinsi igersinde yer alirlar (24). Mikoplazmalar en kiigiik
prokaryotlardir ve Clostridium, Streptococcus ve Lactobacillus genusunun iiyeleri ile
filogenetik olarak iliskilidir. Bu genusun tiyeleri kii¢iik genom yapisi ve replikasyon igin
siirl metabolik 6zelliklere sahip olmasi ile diger bakterilerden ayrilir. Sinirli biyosentetik
Ozellikleri nedeni ile mikoplazmalarin nutrisyonel gereksinimleri komplekstir, invivo
ortamda konakg¢iya (ekzojen yag asitleri, amino asitler, niikleik asit prekursérleri, lipid
prekursor molekiilleri ve vitaminler) baglidir. Egzojen yag asitleri ve kolesterole
gereksinim duyarlar. Kolestrole gereksinimi, Mycoplasmataceae familyasint benzer
organizmalardan ayirir ve digitonine duyarli hale getirdigi i¢in identifikasyonlarinda
yararhdir (25). Bergey’s Manual’in 2011 baskisina gére Mycoplasma genusu, 120 den
fazla tiir icermektedir (26). Patojen mikoplazmalarin konakg¢ilar1 arasinda insan, kiigiik ve
biiyiik ruminant, domuz, kanatli hayvanlari, kedi ve kdpekler, baliklar oldugu gibi
Amerikan timsahlari, California deniz aslanlar1 ve kaplumbagalar da bulunmaktadir (27).
Kiiciik ve biiyiik ruminantlarda 30’ u askin mikoplazma tiirii izole edilmistir (16). Koyun

ve kecilerde 6nemli hastaliklar olusturan mikoplazma tiirleri Tablo-1’de sunulmustur.

Tablo - 1 Koyun ve Kegilerde Bulunan Patojenik Mikoplazmalar

Mikoplazma tiirii Konaka1 Hastahk

M.agalactiae Koyun/Keci Bulasic1 Agalaksi

M.c.capripneumoniae | Kegci (Koyun) Kecilerin Bulasici Pléropnémonisi

M.c.capricolum Keci (Koyun) Pndmoni, Bulasic1 Agalaksi

M.conjunctivae Koyun/Keci Keratokonjuktivitis

M.m.capri Keci (Koyun) Pnémoni, Bulagic1 Agalaksi

M.ovipneumoniae Koyun/Keci Pnémoni

M.putrefaciens Kec¢i (Koyun) Mastitis, Artritis, Bulasic1 Agalaksi,
Abort




Mikoplazma cinsine dahil tiirler hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir (25, 28).
Mikoplazmalar yapisal olarak basittir. Ribosomlar, DNA ve bunu saran steroller,
fosfolipidler ve proteinlerden olusan trilaminar sitoplasmik membrandan olusur (25).
Peptidoglikan polimerlerinden yoksun olmasindan otiirii elekton mikroskobik incelemede 3
tabakali sekilde goriilen bu yapiya “iinit membran” denir (28). Unit membranin
bilesimindeki bu maddeler mikroorganizmanin antijenik yapisindan sorumludur.
Mikoplazmalarin plasma membranina lokalize olan lipoglikanlar; Gram negatif
bakterilerin dis membranda lokalize olan lipopolisakkarit yapiya (29) benzerligi ve
isleyisleri, bu bakterilerin (30) Gram negatif olarak kabul edilmesine neden olmustur.
Ancak son yillarda, mikoplazmalarda genom yapis1 ve yapisal elementlerin azlig
nedeniyle Gram pozitif bakteri olarak kabul edilmistir (31-33). Ayrica peptidoglikan
yapisina sahip olmamasi sebebiyle beta laktam antibiyotikler gibi tiim “hiicre duvar sentez
inhibitdrleri”ne ve siilfonomidlere dogal direnglidir. Gram ydntemi ile boyanmazlar;
Giemsa, Macchiavello veya Castaneda yontemleri ile boyanarak mikroskopta incelenirler
(28). Fimbria ve pilus yapilar1 yoktur. Tam aerob olan insan patojeni Mycoplasma
pneumoniae disinda bir ¢ogu fakiiltatif anaerobtur. Hiicre duvarlarinin olmamasi
nedeniyle pleomorfiktirler. En sik rastlanan temel sekil 0,3-0,8 um ¢apli kokoid
hiicrelerdir. Bunun yaninda; uzun, mantar benzeri flamentoz, brangl, halka, y1ldiz ve
ameboid seklinde bulunabilirler. Diger bakterilerden daha kiiciiktiirler. Tiim
mikoplazmalar bakteri ge¢irmeyen (0,45um) filtrelerden gecebilirler (34). Kokoid formda
olan mikoplazmalar diger bakteriler gibi ortadan boliinerek iirerken, flament6z olanlar
iclerinde elementer cisimcikler olusturarak {iirerler, generasyon siiresi 1 ile 6 saat arasinda
degisir. Mikoplazmalar fiziksel ve kimyasal etkilere duyarlidirlar. 37°C’de 3045 giin, -
20°C’de 6-12 ay canli kalabilirler. Liyofilize sekilde uzun siire saklanabilirler (3-9 yil).
Patojenik tiirler konakg1 disinda, giines 15181ndan yoksun olan ortamlarda birkag giin canli
kalabilirler. Diger bakterilerin aksine dondurulup ¢ozdiiriillmeye direngli, kuruluga ¢ok

duyarhdirlar (25, 28).

M.agalactiae etkeni, pleomorfik olup 124-250 nm boyutundadir ve %29,7 mol diisiik
G+C oranina sahiptir (16). Mikoplazmalarin genom biiyiikliigii 580-1380 kb arasinda
degismekle beraber M. agalactiae’nin genomik biiyiikligii 877,438 bp olarak
belirlenmistir (35). Mikoplazmalar; plasma membrani, ribozomlari, sirkiiler ¢ift iplik¢ikli

DNA molekiilii ve tipik prokaryotik geni ile minumum organellerini olusturmustur.



Mikoplazma tiirlerini infekte eden fajlar arastirildiginda, M.arthritidis susunu infekte
eden lizojenik fajt MAV1 tespit edilmistir. Ayni1 zamanda mikoplazmalar arasinda bilinen
tek plazmid; M. mycoides subsp. mycoides pADP201 ve pKMK1 plazmidleridir (31).

Penisilin ve tiirevlerine direngli fakat ozmotik basinca ve deterjanlarin etkisine karsi
hassastir. Sterol eklenmis 6zel s1v1 ve kat1 besiyerlerinde iyi tireme gostermektedir.
Uremeleri aerobik ortamlarla desteklenmektedir (36). Kat1 besiyerlerinde iiremesi i¢in
%5-10 CO>’li, nemli bir ortama ihtiyag duymaktadir ve koloniler tipik sahanda yumurta
gdriiniimiine sahiptir. Ilk izole edildiginde suslar yavas iireme gosterir fakat laboratuvar
ortamina adaptasyondan sonra, 37 °C’de siv1 ve kat1 besiyerlerinin cogunda
tiretilebilmektedir (37-39). M.agalactiae, glukozu fermente edemez ayrica arjinin ve iireyi
hidrolize edemez. Nonfermentatif olan M.agalactiae ve M.bovis gibi mikoplazmalar, enerji
kaynag1 olarak glukoz yerine piruvatlari kullanir (40). Gliserol oksidasyonu, lipid
sentezinde rol oynayan glikofosfolipidelerin ve gliseridlerin sentezlenmesinde ¢ok
Oonemlidir.

M.agalactiae sicaklik artigina duyarhidir. 60 °C’de 5 dk.’da ve 100 °C’de 1 dk .’da
inaktive olabilmektedir. 8 °C sicakliga 4 ay kadar ve oda sicakliginda bir iki haftaya kadar
dayanabilmektedir. -20 °C’de 8-9 ay virulent kalabilmektedir. Ayni zamanda ultraviyole
1sinlara duyarhdir. Bu organizmalar kokusmus ortamlarda hemen inaktive olmakta ve
Olmektedir. Kloramin, potasyum hidroksit ve formalin gibi genel olarak kullanilan
dezenfektan konsantrasyonlarinda 15-20 dk. da yikimlanmaktadir (21,41).

Mikoplazmalarin ¢ogu tiir-spesifik konakgi-etken iligkisine sahiptir ya da bazi
anatomik bolgelere tropizm gosterir (25). Konakgr hiicrelere adhezyonu saglayan ve
antikorlardan kagista 6nemli rol oynayan degisken membran ylizey proteinleri, T hiicre
yanitin1 ortaya ¢ikartan siiperantijenler ve konakg1 hiicre membranina oksidatif zarar veren
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri mikoplazmalarin virulens 6zelliklerini ortaya
cikartmaktadir (27, 31).

M.agalactiae ‘nin virulens faktorleri; degisken membran yiizey lipoproteinleri (vpma),
yiizey antijenik lipoproteinleri P48 (Makrofaj stimule protein), P30, P80, sitadhezin
proteini P40 (Konak¢i adhezyon antijeni) (42) ve biyofilm formasyonu (43),
antimikrobiyal {iretimi ve ortam adaptasyonunu saglayan Opp genleridir (16). Vpmalar;
sitadhezinlerle konak¢1 hiicreye baglanarak patogenezde baslica rol oynamaktadir. Cogu

mikoplazma patojenlerinde oldugu gibi M.agalactiae’nin yiizey proteinlerinin antijenik



varyasyonu; konakeilar arasinda yayilmasina ve konakgilar iginde miicadele etmesine
olanak saglamaktadir.

M.agalactiae molekiiler agirliklar: 18 ile 80 kDa arasinda olan 10’dan az membran
proteinine sahiptir. Tola ve arkadaslar1 (44) bu proteinlerin 80 ve 50 kDA agirligindaki
antijenlerini hiicre yiizeylerine maruz birakmis ve M.agalactiae etkenine kars1 bir asi
ireterek fayda saglamislardir.

M.agalactiae’ nin faz varyasyonlari gegiren degisken membran yiizey proteinleri,
poliklonal ve monoklonal antiserumlar kullanilarak karakterize edilmistir. Mycoplasma
bovis ile M. agalactiae’nin yakin filogenetik akrabaliklari nedeniyle M.bovis’te bulunan
vsp ve M.agalactiae’da bulunan vpma genleri homolog sistemleri temsil etmektedir (45).

M.agalactiae, ‘in vitro’ biyofilm olusturmasi nedeniyle ile kurumaya, 1s1ya ve
komplement aracili lizise karsi direnglidir. Biyofilm olusumu iki adimda
gerceklesmektedir. Baslangigta, uygun bir maddeye baglanmasi ve organizmanin burada
birikerek yigilmasi ve yi8ilan bakterilerin bu topluluktan ayrilmasi ile meydana
gelmektedir (27). Ayrica biyofilmin baslica komponenti, ekzopolisakkarit (EPS) ya da
glikokaliks tabakadir. Bakteri hiicrelerini kurumaya kars1 korur, antibiyotiklerin
penetrasyonunu geciktirir, konakgt hiicre savunmasinda rol oynar ve diger yapisal ve
fizyolojik rollere sahiptir. EPS, diger bakterilerde ‘slime’ faktor olarak tanimlanmaktadir

ve hiicre yiizeyine baglanmamaktadir (43).

Mikoplazmalar ile konak¢1 immun sistem arasindaki etkilesim, mikoplazma-uyarici
spesifik ve nonspesifik immun reaksiyonlar1 icermektedir. Spesifik koruyucu savunma
mekanizmasi; farkli sinif ve altsiniflara ait lokal anti-mikoplazmal antikorlarin tiretimi,
hiicresel immun yanit stimiilasyonu ve mikroorganizmanin fagositozis ile opsonizasyonunu
icermektedir. Konak¢ida meydana gelen spesifik reaksiyonlar; mikoplazma etkenlerine
kars1 korunmak ve direng saglamak amaciyla ortaya ¢ikmaktadir. Bu reaksiyonlar,
lezyonlarin gelismesinde ve hastaligin siddetlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Buna ek
olarak, anti-mikoplazmal immun yanitin ortaya ¢ikmasinda ise mikoplazmalarin immun
sistem hiicreleri lizerine nonspesifik immunomodiilator etkilerini kullanmasi ile
aciklanmaktadir. Mikoplazmalar, immun yanitta B ve T lenfositleri baskilamasi ya da
poliklonal stimulasyon ile kendini géstermektedir. Sonucunda; sitokin sekresyonuna,
makrofaj, NK ve T hiicrelerinin sitotoksitesinde artisa, hiicre reseptdrlerinin

ekspresyonunda artisa ve komplement aktivasyonuna sebep olmaktadir. Mikoplazmalarin;
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konak¢1 immun yaniti iizerine immunmodiilasyon etki gostermeleri, patojenik 6zelliklerine
katk1 saglamaktadir. Bu etki ile konak¢1 savunma mekanizmasini baskilamakta ya da
konakg¢1 savunmasindan kagis yetenegini saglamaktadir. Bu nedenle kronik ve kalic

infeksiyonlar meydana gelebilmektedir (31).

Bulasic1 Agalaksi ile infekte hayvanlardan etken baslica siit, g6z- burun akintisi,
acilmis eklemlerin akintilar ile sagilmakta ve ayrica diski, idrar ve genital sistem akintilari
da etken kaynagi olabilmektedir. Etken, klinik belirtiler ortadan kalkana kadar siitle
minimum 12 ay sa¢ilmakta, hayvanlarin klinik olarak iyilesmesinden sonra da etken bir
yildan fazla viicutta kalabilmektedir. Siiriilerde boyle asemptomatik tagiyicilarin bulunmasi
ciddi bir risk olarak goériilmektedir. Asemptomatik tasiyicilarda etken, genellikle disilerin
ve erkeklerin genital yollarinda ve ¢gogunlukla kecilerin ve az siklikla da koyunlarin dis
kulak kanalinda tasinmaktadir. Bu olagan dis1 bolgelerde konak¢1 savunma mekanizmasi
iyi ¢aligmadigi i¢in etkene avantaj saglamaktadir. Gerek infekte gerekse tasiyici
hayvanlardan duyarli hayvanlara etken meme, konjuktiva, sindirim, solunum, genital ve
deri gibi bircok yolla bulasabilmektedir. Ozellikle meme, sindirim ve solunum en dnemli

bulasma yollaridir.

Laktasyondaki disilere etken, genellikle siit makinalarindan, siit sagicilarinin
ellerinden ya da altliktan bulasarak meme yoluyla girmektedir. Ag1z yoluyla bulasma ise
oglak ve kuzularda siit emme sirasinda ve kontamine sularin alinmasi ile meydana
gelmektedir. Intensif yetistiricilik yapilan isletmelerde solunum semptomlari ile birlikte
damlacik infeksiyonu daha fazla 6nem kazanmaktadir. Tasiyic1 hayvanlarin duyarlh bir
stirliye konulmasi ile hastaligin morbiditesi %30-60, mortalitesi ise 6zellikle kuzu ve

oglaklarda %40-70 olabilmektedir (3, 15, 16, 34).

Mikoplazmal hastaliklarin iki tip patogenezi bulunmaktadir. Birincisi, kan yolu ile
yayilarak invaziv infeksiyonlarla sonuglanmasi ve ikincisi baslica lokalize oldugu
bolgeden infeksiyonun yayilmasidir. Invaziv mikoplazmalar, epitelyal bariyere
penetrasyon kabiliyetine sahiptir ve kan yoluna giris yaparlar ve diger faktorler ile
infeksiyonu siddetlendirebilmektedirler. Etkenin girisinden sonra serozal bosluklarda ya da
eklemlerde lokalize olur ve inflamasyona neden olur. Bu durum poliserozitis, tenosinovitis
ya da artritis ile kendini gostermektedir. Daha generalize infeksiyonlar ve akut septisemi

meydana gelebilmektedir. Septisemik hastaliklar, akut ve atesle seyreder ve 6limciildiir.
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Poliserozitis ve artritise yol agan infeksiyonlar, persiste ve kronik inflamasyona neden
olmaktadir.

M.agalactiae; invaziv karakterde bir infeksiyona neden olarak baslica siddetli bir
mastitisten sonra kan yoluyla yayilarak eklemlerde lokalize olabilmektedir (27).

Hastaligin inkiibasyon periyodu bir iki haftaya kadar siirmekte ve klinik hastalik akut,
subakut veya kronik formlarda goriilmektedir. Klasik olarak Bulasict Agalaksi 6zellikle
laktasyondaki disilerde meme, eklem ve gbz semptomlari ile karakterizedir. Bu li¢
semptom bir hayvanda ayni1 anda gozlenmemekle birlikte ayni siiriide farkli hayvanlarda da
goriilebilmektedir. Ayrica bulasic agalaksi patojenleri; respiratorik semptomlar gosteren
hayvanlarin nekropsi materyalleri veya bronkoalveolar lavajlarindan (46,47),
asemptomatik olarak kog ve tekelerin sperma (48,49) ve prepusyal svaplarindan (50) ayrica

disilerde genital lezyonlardan ve abort materyallerinden (51) izole edilmistir.

Mikoplazma mastitisleri memede hizli gelisir ve memeden purulent akint1 gelmesiyle
karakterizedir. Mastitis genellikle bilateral gelisir, memeler sicak, sis ve agrili, meme lenf
yumrulart hipertrofiktir (52). Siitlin rengi sarimst, sulu ya da kanli olabilmekte, siit
tiretiminde diislis ve bazen tam bir kesilme ve zamanla meme dokusunda fibrosis olusumu
gozlenmektedir. Artritis 6zellikle genglerde gortilmekte, karpal, tarsal ve diz eklemleri
etkilenmekte, poliartritis de gelisebilmektedir, eklemler sis ve synovial s1vi1 ile doludur.
Topallik ve ytiriimede zorluk en belirgin semptomdur. G6z lezyonlar1 konjuktivitisten
paransimatoz keratitise kadar degisen formlarda bir ya da iki gozii etkileyebilmektedir.
Genellikle gecici olan goz lezyonlar1 bazen bir yada iki gdzde korliige sebep olmaktadir

(15,16). (Tablo-2)

Deneysel olarak M.agalactiae inokule edilen kegilerin meme dokusunda kronik
M.agalactiae infeksiyonlarina yol agan kalici bakteriyel yanitin neden oldugu immun
reaksiyon kinetikleri incelenmistir. Laktasyon doneminde bulunan 15 adet kegiye sag
meme lobu bezlerine 10'° cfu M.agalactiae inokule edilmis 5, 15 ve 45. giinlerde kanda
M.agalactiae antikor titreleri, siitten izole edilen mikoplazma koloni sayis1 ve somatik
hiicre sayilar1 izlenmistir. Meme bezlerinde ve siitte kolonize olan M.agalactiae sayisi, 5
giin icinde 10* cfu/ml artmustir. Bu periyotta, dogal immun yanitin icerdigi notrofiller ve
makrofajlar gézlenmis ve M.agalactiae antijenleri asiner epitelyumda dejenerasyonlar
meydana getirmistir. Spesifik antikor yanit1 ile 7. glinden sonra siitteki canli mikoplazma

sayisinda azalma meydana gelmistir. Inokulasyondan 37 giin sonra humoral immun yanit
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smirlanmig ve tim hayvanlarda anti-Ma antikorlar1 negatif olarak bulunmustur ve yaklagik

10® cfu/ml sagilim gerceklesmistir. Bunu takiben patolojik bulgularda 8. giinde sag lobda

siddetli sisme ve genisleme, 15. giinde meme bezi ylizeyinin kesilmesi sonucunda meme

kanallarinda purulent eksudatlar ve 45. glinde meme bezlerinin kesilmesiyle siddetli

intersitisyel fibrosis ve inflamasyon eksudatin bulunmamasi dikkati ¢ekmis ve siddetli

atrofi meydana gelmistir. M.agalactiae inokulasyonu ile erken fazda goriilen immun yanit,

mikoplazmal invazyonun kontroliinii saglayamamistir. Humoral yanitta ise

mikoplazmalarda diisiis meydana getirse de kronik, persiste infeksiyona yol agmistir (53).

Deneysel olarak yapilan diger bir immunoinflamator yanitin immunohistokimyasal

caligmasinda; meme dokusunda lizozim, myeloid-histiyosit antijeni (Mac387), MHC sinif

II antijeni, Ig G, Ig A ve CD3, CD4, CDS8 lenfositleri tespit edilmistir. Ik 5 giinde, dogal

immun yanitta bol miktarda Mac387 ve lizozimler gézlenmis ancak Ma infeksiyonunun

kontroliinde ve engellenmesinde basarili olamamaistir. 15. giinde spesifik immun yanitta

ise bu immun yanit hiicrelerinin artis1 yangi prosesinin subakut fazinda gézlenmistir.

Ancak bu bulgular kandaki yogun antikor yaniti ile iliskili bulunmamistir. 45. giinde ise

kronik faza gecmis ve CD4/CD8 oraninda diisiis meydana gelmistir (54).

Tablo - 2 Bulasic1 Agalaksi Semptomlar:

Semptomlar M.agalactiae M.mycoides subsp. M.c.capricolum M.putrefaciens

(PG-2) mycoides capri (California kid ) (KS-1)
(Y-goat)

Laktasyondaki Memelerde, daha | Memelerde, solunum Eklemlerde, solunum Memelerde,

disilerde gozlenen | az eklem ve sisteminde ve daha az sistemi ve memelerde, daha az

baglica gozlerde gozlerde daha az gozlerde eklemlerde

semptomlar

Laktasyondaki Abort ve Abort Abort Abort

disilerde gozlenen | solunum

diger semptomlar | sisteminde
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Geng hayvanlarda | Solunum sistemi, | Eklem, solunum sistemi | Eklem, gozlerde, Acrtritis
g6zlenen eklem ve ve septisemi, daha az solunum sisteminde ve
semptomlar gozlerde, daha az | siklikla gozlerde ve septisemi, daha az

siklikla septisemi | sinir sisteminde siklikla sinir sisteminde
Yetiskin Eklem, daha az Eklem ve solunum Eklem ve solunum Eklemlerde ve
hayvanlarda siklikla gozlerde, | sistemi, daha az sistemi, daha az gézlerde | abort
gbzlenen nispeten gozlerde ve abort ve abort
semptomlar solunum sistemi

ve abort
Atipik formlar Genital ve Genital Genital

ozellikle

solunum sistemi
*Sus Tipi

Bu tablo Corrales ve arkadaslari (34) kaynagindan.

Bulagic1 Agalaksi hastaliginda epidemiyolojik bulgular ve klinik belirtilerin varlig

teshise yardimci olmaktadir. Siiriilerde, mastitis, keratokonjuktivitis ve eklem lezyonlari

gibi tipik ti¢ klinik bulgu gozlemlendiginde teshis nispeten daha kolay olmaktadir. Bununla
birlikte sayet hastaligin sadece bir formu bulunuyorsa klinik teshis ¢ok zor olabilmektedir.
Klinik teshis laboratuar teshis ile dogrulanmalidir. Laboratuvara génderilecek en iyi
materyal siittiir, sonra gdz-burun svaplari, eklem eksudatlar1 vajinal svaplar, kulak svaplart,
kan ve idrardir (15). Mycoplasma agalactiae izolasyonu igin, sivi 6rnekler santrifiij
edilmeli ve dipteki pellet inokulasyon igin kullanilmalidir. Ozellikle siit numuneleri igin
santrifiij sonrasinda krema katmanindan ve pihtilasma s6z konusu ise bir miktar pithtidan
inokulasyon i¢in kullanilmalidir. Kontaminasyon siiphesi varsa 6rnekler 0.45 pm’lik
filtreden gecirilmelidir. Ayrica siit sivis1 gibi 6rneklerde bulunan antikor, antibiyotik,
bakteri ve diger inhibitorleri elimine etmek i¢in buyyon igerisinde seri dilusyonlar
yapilmali ve her dilusyon subkiiltiire edilmelidir (56).

Mikoplazmalari laboratuvarda tiretmek diger bakterilere gore giigtiir. Nazli tireyen bu
mikroorganizmalar i¢in bazi spesifik iiretme faktorlerine ihtiyag vardir. Bunlardan en
onemlisi olan kolesterol gereksinimleri nedeniyle besi yerlerine % 20 at serumu ilave
edilir. Ayrica tiremeyi artirmasi amaciyla maya ekstraktt ve DNA ya da niikleotidlerin

katilmasi ve ¢ok iyi kalitede distile suyun kullanilmasi1 gerekmektedir. Gram pozitif
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bakteri kontaminantlarinin iiremesini engellemek igin penisilin G, Gram negatif bakteriler
ile mantarlarin tiremesini engellemek i¢in de talyum asetat eklenmelidir.

Kiiltiirde ise, mikoplazmalarin gelisimini destekleyen sivi ve kat1 besiyerlerine ekim
yapilmaktadir. M.agalactiae, ‘film ve spot’ olarak adlandirilan test ile merkezi koloniler
meydana getirmektedir. Mikoplazma identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler,
zaman alicidir ve degerlendirilmesi zordur(37). M.agalactiae izolasyonunda; PPLO
agarda (Eaton’s, Hayflick, N-agar ) iyi lireyebilmekte (55) , saf kiiltiir elde etmek i¢in
filtrasyon ya da seri dilusyon yontemi ile izolatlar en az 3 kere klonlanmalidir (55, 47) .
M.agalactiae, 4-5 giinde orta-biiyiik koloniler olusturur ve Hayflick, Eaton’s gibi 6zel
besiyerlerinde film ve spot olusturur (56). Mikoplazmalar genelde, pH 7-8 arasinda
optimal lireme gosterirler (58) ve tipik bir besiyerinin pH’1 7.6’ dir. Mikoplazmalarin
iiremesinde meydana gelen herhangi bir pH degisimi mikoplazmalarin iiremesini durdurur.
pH 6.5’dan diisiik olmas1 ya da ph 8.0’in iistiine ¢ikmasi, seker fermentasyonu nedeniyle
bakteri tiremeleri sinirlandirir ve hiicre 6limii gergeklesir. (56).

Bakterilerin L- formlarindan ayirmak igin; mikoplazma siipheli koloniler, anti
bakteriyel madde icermeyen besi yerlerine pasajlanirlar. L- formlari bu ortamda normal
koloni morfolojilerine donerken mikoplazmalar tipik goriintimlerini muhafaza ederler.
Ayrica kolonileri Dienes boyasi ile boyandiginda dekolore olmaz iken, L-formu koloniler
15 dakika i¢inde dekolore olmaktadir. Mikoplazma kolonilerinin agara gomiilii olarak
tireyen merkezleri daha yogun olarak koyu mavi boyanir, periferleri ise az yogun olarak
acik mavi boyanir (21, 22). Cansiz ortamlar disinda mikoplazmalar1 embriyolu yumurta ve
hiicre kiiltiirlerinde de tiretmek miimkiindiir (56).

Mikoplazmalar cins diizeyinde Acholeplasma ve Ureaplasma’lardan digitonin
duyarlilig ve iireaz testleriyle ayrilirlar. Izole edilen Mikoplazma tiirlerinin
identifikasyonunda glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve
tetrazolium rediiksiyonu gibi biyokimyasal testlerden yararlanilir. (16, 25, 28, 59, 60).
M.agalactiae’nin C8-esteraz aktivitesini ortaya ¢ikartan hizli ve kullanigh bir biyokimyasal
testte mevcuttur. Mikoplazma kolonileri, kromojenik substrat (SLPA-octanoate) eklenen
agarda 1 saat iginde kirmiz1 koloniler meydana getirmektedir (61). M.agalactiae ve
M.bovis’i ayirmada biyokimyasal testler yeterli olmamaktadir, her ikisi de glukozu
fermente etmez, arjinin hidrolize etmezken, laktat ve piruvat gibi organik asitleri
kullanarak, broth’da turbidite olusturmadan turuncu renk olusturur, etanolii oksidize eder,

lipolitik aktivite sonucu besiyerinde film ve spot olusturur. (10, 62). Bulasic1 Agalaksi
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hastaligina neden olan baslica Mycoplasma agalactiae ve diger patojenlerinin

biyokimyasal 6zellikleri asagida sunulmustur (37 ) (Tablo 3).

Tablo - 3 Bulasic1 Agalaksi Patojenlerinin Biyokimyasal Ozellikleri

Mikoplazma Glikoz/mannoz | Arjinin Fosfataz | Film ve Tetrazolium
tiirleri katabolizmas1 | hidrolizi spotlar indirgenmesi
M.agalactiae - - + d +
M.capricolum + d + - +

subsp.capricolum

M.mycoides + - - - +
subsp.mycoides

capri

M.putrefaciens + - + + +

d, susun % 11-89’ u pozitif
Bu tablo Corrales ve arkadaslar1 (34) kaynagindan.

Tiirkiye’de 1968 yilinda yapilan ilk ¢caligmalarda; Watson ve arkadaslari (4), 22 adet
stiriden izole ettikleri 246 mikoplazma tiiriinii N, A ve C tipleri olarak isimlendirmisler A
tipinin klasik bulasici agalaksi etkeni oldugunu N tipinin apatojen C tipininde kecilerde
patojen oldugunu bildirmislerdir (5). Ayni1 yilda Bese ve Arda (6) , Ankara bolgesindeki
koyunlardan topladiklari siit, konjunktiva sivisi, burun akintis1 ve eklem sivisi

numunelerinden ilk kez M.agalactiae izolasyonunu gergeklestirmislerdir.

Tiir spesifik identifikasyon i¢in hiperimmun tavsan serumlar1 kullanilarak iireme
inhibisyon, film inhibisyon, peroksidaz ve metabolik inhibisyon testleri (63) M.agalactiae
identifikasyonunda kullanilabilmektedir (3, 37, 60, 64) . Bu teknikler relatif olarak yavas
olmasi ve antiserumlarin ticari olarak elde edilmesi ve laboratuvarda iiretilme zorlugu
yiiziinden yogun emek gerektirmektedir. Bu testlerin avantaj ve dezavanajlari, Lambert
tarafindan tartisilmistir (37). PG2 referans susuna karsi hazirlanan poliklonal antiserum
kullanilarak memran filtrasyon dot-immunobinding yontemi de kullanilabilmektedir (65,

66). MF Dot-Immunobinding metodu ile M.agalactiae ve M.putrefaciens etkenlerinin
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serolojik identifikasyonu kolay olurken (67), M.agalactiae ve M.bovis gibi yakin olan
tiirler arasindaki kros-reaksiyonlar nedeniyle zayif reaksiyonlar ger¢eklesmektedir.
Bununla birlikte, M.mycoides subsp. mycoides LC ve M.capricolum subsp. capricolum

suglarinin ayirt edilmesinde bazi zorluklar yasanmaktadir.

Bulasici Agalaksi hastaligina neden olan patojenlere karsi bir¢cok serolojik test
gelistirilmistir. Spesifik antikorlar gelistirilerek uygulanan immunofloresan testi (68) ya da
Immunohistokimyasal ¢alismalarda monoklonal antikorlar kullanilarak meme dokusundan
M.agalactiae tespiti miimkiin olmustur (69). Indirekt Hemagliitinasyon (70) ve Flow-
Sitometri (71) testleri de M.agalactiae identifikasyonu i¢in kullanilanilan yontemler
arasindadir. OIE (2)’ ye gore baslica kullanilan serolojik testler, Komplement Fikzasyon
(CF) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testleridir. Bu teknikler,
serumdan antikor deteksiyonu ile hastaligin hizli teshisini saglamaktadir. Ancak kronik
olarak infekte olan siiriilerde sensitivitesi diisliktiir. Rutin olarak Indirekt ELISA,
M.agalactiae yoniinden taranan siiriilerde kontrol programi olarak kullanilabilir.

CF testi, M.agalactiae igin ilk 1970ler de galisilmaya baslanmig fakat zayif spesifiteli
sitoplazmik antijenleri i¢eren antijenler kullanilmasi nedeniyle birgogu yanlis pozitiflik ya
da kros-reaksiyonlar meydana getirmistir. Yanlis pozitiflik veren reaksiyonlar, Mmm LC
ve Mcc arasindaki kros reaksiyonlara karsin baslica M.agalactiae’da meydana gelmistir.
Antikorlar serumda; ilk semptomlar goriildiikten ve yetiskin hayvanlara Ma

inokulasyonundan 3-15 giin sonra tespit edilmistir (64).

M .agalactiae etkenine karsi olusan antikorlarin tespitinde, sonik ya da Tween 20
antijenleri kullanilan ELISA testlerinin sensitivitesi CF testine gore daha yiiksektir (2).
Siirii teshisinde antijen ELISA (Sandwich ELISA) (72) testi ekonomik ve nispeten daha
hizl bir alternatiftir. Ancak mikoplazmalar arasinda kros reaksiyonlar vermesi
spesifitelerini sinirlamaktadir. Ayn1 zamanda antikor arayan ELISA testlerinde, antikor
titreleri infeksiyonun baglangicindan 10-14 giin sonra ortaya ¢ikmasi nedeniyle
mikoplazma teshisi sinirli olmaktadir ve sensitivitesi kronik olarak infekte olan tagiyicilar
identifiye etmek i¢in yeterli olmamaktadir (73). Bu teknikler, hizli teshis yontemleri
olmasina ragmen spesifite problemlerine ve asili ya da asisiz antikorlar1 ayiramamalari gibi
problemlere sahiptir. M.agalactiae i¢in kullanilan birgok ticari indirekt ELISA kitleri
(Pourquier, Fransa) mevcuttur. Fransa’da ve Ingiltere’de genis ¢apl analizler igin bu kitler

kullanilmistir (2). Bulasic1 Agalaksi hastaligindan siipheli koyun (74) ve kegilerde (75)
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ticari ELISA kitleri kullanilmis ve boylelikle bolgesel suslar arasinda karsilagtirma
yapilmustir. Tlk calismada, ELISA kiti yaklasik %100 sensitivite gsterirken, ikinci
calisgmada Ma (%99) ve Mmm (%100) suslarina kars1 antikorlar yiiksek serolojik
sensitivite saglamistir. Spesifiteleri sirayla %80 ve %78 bulunmustur. Ancak Assuncao ve
arkadaglar1 (75) sonuglarin yiiksek spesifiteli ¢ikmasi nedeniyle ticari ELISA kitlerinin
Bulasic1 Agalaksi yoniinden serolojik olarak negatif olan hayvanlarin izlenmesi igin
kullanilmas1 gerektigini ileri siirmiislerdir. Bulagic1 agalaksi teshisinde bu tekniklerin
kullanimi antijenin nasil hazirlandigina baglidir. Sonic antijen metotlari, daha diisiik

sensitivitede ve laboratuvar sartlar1 altinda daha zor hazirlanmaktadir (34).

M.agalactiae’nin spesifik antikorlarini tespiti igin iki farkl: ticari ELISA-1 (bakteriyel
antijen) ve ELISA-2 (rekombinant P48 lipoproteini) testinin, CF ve Western Blot (WB)
yonteminin karsilagtirmalarini yapmislar ve ELISA testlerinin WB ve CF testlerine gore
avantajlarinin daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bu serolojik metotlarin Bulasici
Agalaksi infekte siiriilerin izlenmesi i¢in uygun oldugu ancak infekte hayvanlarin bireysel

tespiti i¢in kullanish olmadigini ileri siirmiislerdir (76).

Serolojik teknikler; epidemiyolojik ¢aligmalarda ve siirii sagliginin takip edilmesinde
yararli ve kullanigh yontemlerdir ancak M.agalactiae yoniinden negatif ¢cikan hayvanlarda
dogrulama amaciyla diger diyagnostik metotlar da kullanilmalidir. Pozitif ¢ikan
hayvanlarda ise bakteriyolojik yontemler ile etken izole ve identifiye edilmeli ve molekiiler

metotlar ile deteksiyonu saglanmalidir.

Bakterilerde ii¢ ¢esit ribozomal RNA bulunmaktadir bunlar: 5S, 16S ve 23S rRNAdir
ve bu molekiillerin genetik bilgileri genomda rRNA operonlari tarafindan organize
edilmektedir. M.agalactiae genomu; 34 tRNA genine ve iki 16S-23S operonlari ve iki 5S
operon kiimeleri ile birlikte iki grup rRNA genlerine sahiptir (16). rRNA molekiillerinin
niikleotid sekanslarinda, farkli evrimsel ¢esitlilikte tanimlanan segmentler yer almaktadir
s06z konusu 16 S rRNA molekiiliinde; universal (U), yari-korunakli (S) ve degisken (V)
bolgeler bulunmaktadir. Bu bolgelerdeki niikleotidlerin yer degistirme oranlar1 degiskenlik
gosterebilmektedir (77). Filogenetik ¢alismalarda 1500 niikleotidli 16 S rRNA (rrs) gen
sekansi en ¢ok tercih edilen bdlgedir. Hem korunan hemde degisken bolgeleri
bulundurmasi, genis ¢apli spesifitelerde (sinif spesifik-tiir spesifik) primerlerin

seleksiyonuna izin vermektedir (73).
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Tipik bakteriyel rRNA operonu ;
5’----16S rRNA----spacer region---23S rRNA----5S rRNA----trailer region----3’
(ayiric1 bolge)

Bulasic1 Agalaksi hastaligina neden olan Mycoplasma agalactiae etkeninin
bakteriyolojik ve serolojik yontemlerle izolasyon ve identifikasyonu zaman alici
prosediirler oldugu i¢in daha hizli teshis ve identifikasyon araci olan molekiiler metotlara
basvurulmaktadir. Ozellikle mikoplazmalarin kiiltiirde nazli ve yavas iiremeleri, serolojik
teshislerde en erken infeksiyondan 10-14 giin sonra sonug¢ vermesi, kronik vakalarda
yetersiz sensitivite ile karsilasilmasi ve yanlis pozitiflikleri meydana gelmesi,
immunosupresyon ve antibiyotik tedavileri geleneksel diyagnostik mikrobiyolojik

analizlerinde 6nemli sorunlar1 ortaya ¢ikartmaktadir.

Mikoplazmalarin hizli teshisi ve identifikasyonu igin PCR tabanli teshis analizleri
gelistirilmis olup, amplifikasyon analizlerinde hedef gen, hem korunan hem de degisken
sekanslari iceren 16 S rRNA genleri olmustur (73) . 1990’larda M.agalactiae tespiti i¢in ilk
olarak niikleik asit problar1 tasarlanmistir (78) . Spesifitesi yiiksek ve dikkate deger
avantajlar saglamistir ancak sensitivitesi daha yiiksek olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), bulasic1 agalaksiye neden olan etkenlerin molekiiler teshisinde en ¢ok tercih edilen

yontemlerden biri olmustur.

PCR, klinik 6rneklerden infeksiydz patojenlerin hizli teshisinde kullanilan ytiksek
sensitiviteye sahip ve hastaliga neden olan etkenlerin diisiik miktardaki niikleik asitlerini
kolayca tespit edebilen bir metotdur. PCR ile yakin tiirler arasinda ya da alt tipler arasinda
ayrim yapilabilir ve direkt klinik 6rneklerden hizli teshis miimkiin olmaktadir (12)

En 6nemli avantajlarinin arasinda transport nedeniyle 6lmiis olan bakterilerin ve
ozellikle kronik infeksiyonlara neden olan M.agalactiae etkenlerinin PCR ile teshisinin
miimkiin olmasidir (16). PCR, bakteri,viriis gibi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik
asitin primer ad1 verilen spesifik komplementer oligonukleotidler ve 1s1ya dayanikli
polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu)
saglayan 0zgiin ve giivenilir bir tekniktir kisacast hedef gen bolgesinin komplementeri olan
primerler ile amplifikasyonunu saglayan bir analizdir. Bir PCR dongiisii; denatiirasyon

(Denaturation), primerlerin baglanmasi (Annealing) ve uzama (Extension) olarak
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adlandirlan {i¢ asamadan olusur (79). ilk asamada, 90 °C’de ¢ift zincirli DNA ikiye ayrilir
(denaturation) sonra 50-60 °C’lerde oligoniikleotid primerler ile hedef DNA ile
baglanmaya baslar (annealing) ve en sonunda 70-78 OC’lerde zincir uzamasi meydana
gelir ve DNA zinciri olusur. Bu sicaklik degisimleri 30-40 kez tekrarlanarak 2" sayida yeni
hedef DNA olusumu saglanir. Amplifiye olan PCR {iriiniin goriintiilenmesi agaroz jel

elektroforez ya da uygun problarin hibridizasyonu ile gergeklestirilir (79, 80).

PCR analizlerinin spesifiteleri ve sensitiviteleri bir ¢ok degiskene baglhidir. Bunlar;
hedef gen bolgeleri, primer sekanslamalari, PCR teknikleri, DNA ekstraksiyon prosediirleri
ve PCR iirliniiniin deteksiyon metodunu igermektedir. Rutin PCR uygulamalarinda
kontaminasyondan kaynakl1 yanlis pozitiflikler ve yanlis negatiflikler kolaylikla meydana
gelebilmektedir. Kullanilan reagentler, pipetleme aletleri,labortuvar yiizeyleri, ¢calisan
kisinin kiyafeti ve derisi bile yanlig pozitifliklere yol agmaktadir. Calisilacak olan
orneklerin ekstraksiyon agamalari ayr1 odalarda ya da biyogiivenlikli kabinetlerde

reaksiyonun gergeklesecegi yerden ayri bir sekilde hazirlanmalidir.

Yanlis negatiflikler ise amplifikasyona klinik 6rnekte bulunan inhibitorlerin
karigmasi ile karsimiza ¢ikmaktadir. Sonuglarin yorumlanmasinda pozitiflikler
maskelenebilir bunun i¢in uygun DNA ekstraksiyon metodunun se¢imi ¢ok dnemlidir (81).

Inhibitérler genel olarak DNA iizerinde; DNA ekstraksiyonu i¢in gerekli hiicre
lizisinin engellenmesi, niikleik asit degredasyonunun engellenmesi ve hedef DNA nin
amplifikasyonu i¢in taq polimeraz enzim aktivitesinin engellenmesi ile etki gostermektedir
(82).

PCR o6ncesinde kullanilacak olan marazi maddenin DNA’lar1 saflastirilmalidir.
Genetik materyalle yapilacak arastirmalarda dncelikle yiiksek molekiil agirlikli DNA
molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilebilmesi gereklidir. PCR tekniginde 6rneklerden

DNA ekstraksiyonu yapilarak analitik ve diyagnostik duyarlilik artmaktadir (81).

M.agalactiae teshisi i¢in 6zellikle siitten, g6z ve burun svaplarindan ve eklem sivilari
gibi ¢esitli 6rneklerden direkt ya da kiiltiirden yapilan ekstraksiyon metotlari mevcuttur (9,
12). Ornekler; hemoglobin, laktoferrin, CSF, kemik iligi aspirati, diski1, heparin ve SPS
gibi antikoagulan inhibitorlerini igermektedir. DNA ekstraksiyon metodunun dikkatli
secimi inhibitorlerin etkisini minimize etmektedir. Baz1 M.bovis PCR protokollerinde , siit

orneklerine siirfektanlarin eklenmesi direkt ekstraksiyonda yararli olmustur (83).
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Mikoplazmalarin teshisinde, 6zellikle siit orneklerinden bakteriyel DNA’nin
ekstraksiyonu zor olabilmektedir. Bunun nedenleri arasinda mikoplazmalarin kiigiik
boyutta hiicreler olmasi ya da adheziv 6zellikleri sayilabilmektedir. Yapilan arastirmalarda
mikoplazmalar lizerinde ekstraksiyon metotlar1 ¢alisilmis ve karsilastirmalar1 yapilmistir.
Bu amagla; soguk ve sicak fenol ekstraksiyonu, Tween 20 ile muamele , Proteaz sindirimi,
ticari DNA ekstraksiyon kitleri ve enzimatik kombinasyonlar ve DNA’nin selektif
membrane binding metodu kullanilmistir (73). Siit 6rneklerinden M.bovis etkeninin
teshisi i¢in direkt ekstraksiyon yonteminde antijen yakalamay1 saglayan 6n-PCR
zenginlestirmesi yapilarak bakteri DNA’sinin deteksiyon limitini diisiirmeyi basarmiglardir
(84).

PCR’1n temel bilesenleri hedef DNA (templeyt), taq DNA polimeraz enzimi, primerler,
deoksiniikleotidler, PCR reaksiyon tamponu ve Mg+2 iyonlaridir (79, 82). PCR
reaksiyonundaki optimal olmayan kosullar birgok nedenden kaynaklanabilir. Uygun
olmayan primerler, zaman ve sicaklik kosullarinda yapilan hatalar (6zellikle annealing
sicakligl), taq polimeraz enzim kalitesi ve MgJ'2 konsantrasyonu dnemli parametrelerdir.
Reaksiyon kosullarinin optimize edilmesi ve reaksiyon karisimina koyulan tiim maddelerin
uygun miktarlari i¢in denemeler yapilarak en uygun kosullar saglanarak inhibitor etkiler
azaltilabilir. Bu faktorlerin optimizasyonu pozitif kontrolle erime noktasina gore farkli
sicakliklarda reaksiyon c¢alisilarak ya da bu maddelerin ¢esitli oranda sulandirmalariyla

denemeler yapilarak saglanabilmektedir (85, 86).

Bulasic1 Agalaksi hastaliginin baslica etkeni olan Mycoplasma agalactiae ‘nin
molekiiler teshisinde bir¢ok kez PCR analizleri yapilmistir ve ekstraksiyon metotlari, PCR
protokolleri, hedef gen bolgeleri ve sonuglari karsilastirilmistir. Tola ve arkadaslari (12).
Mycoplasma agalactiae etkeninin standart PCR teshisinde kullanilmak tizere koyun
siitlinden basit ve hizli DNA ekstraksiyonu gelistirmis ilk kez direkt siit 6rneginden; PCR,
Southern Blot Hibridizasyon metotlar1 ve bakteriyoloji metotlarini kullanarak sonuglari
karsilastirmiglardir. Yeni enfekte olmus 21 siirtiden 357 6rnek ve gegmiste enfekte olmus 8
stiriiden 87 ornek test etmislerdir. Test edilen 6rneklerin 175’1 M.agalactiae PCR pozitif
iken, kiiltiir ile 153 6rnekte M.agalactiae izole etmislerdir. PCR metotlarinda direkt olarak
nazal, konjunktival, sinoviyal, doku ve siit 6rnekleri kullanilabildigi gibi kiiltiirden yapilan
PCR analizleri de mevcuttur (2,73) . Tola ve arkadaslar1 (12,87) ¢ogu ¢alismalarinda
M.agalactiae teshisi i¢in 16 S rRNA gen bolgesinden tasarladiklart FS1 ve FS2

primerlerini kullanmislardir. Tasarlanan bu primerlerle kiiltiirden ekstraksiyon yapilan
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DNA o6rnekleri ile PCR analizleri de mevcuttur (67). Ancak M.bovis ile fenotipik
benzerlikleri nedeniyle farkli gen bolgelerini baz alan primerler dizayn edilerek farkli PCR
protokolleri ¢alisilmustir.

Mycoplasma agalactiae ve Mycoplasma bovis tiirlerinin ayriminda 16 S rRNA gen
sekans analizleri yetersizdir. Bunun nedeni bu genin degisken bolgelerinde sadece 8
niikleotid farklilig1 ile birbirine ¢ok yakin olan bu iki tiiriin filogenetik olarak %99
niikleotid benzerligi géstermesidir. Bu nedenle hem Polimeraz Zincir Reaksiyonu hem de

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) metotlar1 uygulanmaktadir (9).

‘Housekeeping’ ya da konstitiitif genler tiim canli organizmalarda ifade edilmektedir.
Bu genler; replikasyon, transkripsiyon ve translasyon gibi temel fonksiyonlari
saglamaktadir ve tiirler arasinda genetik farkliliklar ortaya ¢ikartabilmektedir.
Escherichia coli i¢in DNA onarimini igeren 127 gen bilinmektedir. Mycoplasma
genitalium ve Mycoplasma pneumoniae gibi kiigiik genoma sahip bakterilerde bu islev i¢in

replikasyondan sorumlu olan sadece 12 gen bulunmustur. (88).

UvrC, deoxyribodipyrimidine photolyase enzimini kodlayan temel genlerden biridir.
Bu enzim DNA-onarim sisteminde eksizyondan (kesip-¢ikarma) sorumludur. Uvr ABC;
zarar gormiis DNA segmentlerini ATP-bagimli enzim sistemleri ile ortadan kaldirmaktadir
(89). Bu sistem tiim canli organizmalarda ve en kii¢iik genoma sahip olan insan patojeni

M.genitalium etkeninde test edilerek bulunmustur (90).

Subramaniam ve arkadaslari (9), M.bovis ve M.agalactiae tip suslarindan uvrC genini
(housekeeping gen) klonlayarak PCR primer ¢iftleri tasarlamig ve uvrC geninin 1.6 kblik
fragmentinden amplifiye edilen bu primerler ile PCR ve Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizm (RFLP) analizlerini uygulamislardir (Ddel enzim). 2010 yilinda Tiirkiye’de
Cetinkaya ve ark. Dogu Anadolu Bélgesinde koyun ve kegilerden toplanan 71 siit
orneginin 58’ini M.agalactiae - PCR pozitif bulmuslardir (8).

M. bovis ve M.agalactiae etkenlerinin farkli gen bdlgeleri baz alinarak (16SrRNA,
oppD/F, uvrC) uygulanan PCR-REA (restriksiyon enzim analizi) ve standart PCR
analizlerinde Mycoplasma agalactiae suslarinin identifikasyonu %100 dogrulanmaktadir
(10).

20



M.agalactiae (PG2) ve M.bovis (PG45) etkenlerinin tip suslarini da igeren diger bir
caligmada ise, DNA polymerase III alpha alt birimlerini kodlayan pol C ‘housekeeping’
geninden sekanslanan tiir-spesifik primerler ile bu iki tiir arasindaki farkliliklar ve
benzerlikler ortaya konmustur (11).

Bulasic1 Agalaksi hastaliginin molekiiler teshisinde; farkli PCR metodlari, PCR
protokolleri, ekstraksiyon metodlart ve farkli hedef DNA’lar1 baz alan komplementer
oligontikleotid primerleri igeren bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Bulasic1 Agalaksi yoniinden
endemik bdlgede bulunan ve klinik semptom gdstermeyen kegiler {izerinde yapilan bir
calismada, kulak svaplari toplanmis ve PCR metodu uygulanmigtir. Bunun sonucunda,
M.agalactiae ve Mmc etkenlerinin izolasyonu gergeklesmistir (91). Diger bir ¢alismada
ise standart PCR metodu ile farkli prezervatif maddeler igeren kegi siitlerinde

M.agalactiae’nin varligi arastirilmistir (92).

M.agalactiae’nin diyagnostik molekiiler teshislerinde sonraki yillarda gelistirilen
‘Pulsed Field’ Jel Elektroforezi (PFGE) ile her bir izolata ait bant profilleri goriiniir hale
getirilir ve bant profilleri degerlendirilerek suslarin birbirine olan yakinliklar1 ortaya
koyulmaktadir. Tola ve arkadaslar1 (44), 1990-1995 yillar1 arasinda Italya’da farkli
bolgelerden topladiklari 81 izolatin genomik DNA’larimi Smal, Nrul, Sall, Xhol, BssHII
ve Kpnl RE enzimleri ile keserek PFGE profillerini ¢ikartmiglardir.

Greco ve arkadaslari (93) multiplex PCR metodu ile BA semptomlari gosteren koyun
ve kecilerde, M.agalactiae primerleri ve M.mycoides cluster (Mm cluster) primerleri
kullanilarak, 56 6rnegin (44 siit 6rnegi, 2 burun svabi, 6 gz svabi, 3 vaginal svap ve 1
fibrinli eklem sivis1) 35’inde Ma,12’sinde Mm.cluster ve 4’tinde hem Ma hemde

Mm.cluster suslarini identifiye etmislerdir.

Mikoplazma tiirlerinde gelistirilen Real-Time PCR (Gergek Zamanli PCR) metodu,
sonuglarin hizli bir sekilde elde edilmesinin yaninda mikroorganizma miktarinin
belirlenmesini de miimkiin kilmaktadir (81). M.agalactiae etkeninin p81 lipoprotein
genini esas alarak uygulanan Real Time PCR ile direkt siit 6rneklerinden M.agalactiae’nin
DNA deteksiyonu ve miktari belirlenmistir. Sensitivitesi oldukga yiiksektir ve siitte 10 ul
kalipta, 10 kopya tespit edilmistir (95).
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Mikoplazma tiirlerinin identifikasyonunu saglamak i¢in denatiire gradient jel
elektroforez (DGGE) (95), amplifiye rDNA restriksiyon analizleri (ARDRA) (96) ve
reverse line blot (97) metotlar1 gelistirilmistir. Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitiiniin (OIE) de
belirttigi gibi Bulasic1 Agalaksi hastaligina neden olan tiim etkenleri identifiye edebilen
DGGE metodu yeni bir yontem olarak kullanilmaya baglanmistir. PCR - DGGE metodu
ile mikoplazmalarin 16S rDNA geninin V3 bdlgesinden sekanslanan primerler
kullanilarak 27 tiire ayrilmasi saglanmistir (95, 98). PCR/DGGE yontemi ile bir seferde
bircok mikoplazma tiirliniin varlig1 arastirilabilmektedir. Karisik mikoplazma kiiltiirlerinin
klasik bakteriyolojik yontemlerle tespit edilmesi, mikoplazma kolonilerinin tiirler arasinda
diger bakterilerde olugu gibi belirgin morfolojik farklilik gostermemesi ve identifikasyon
icin saf kiiltiir elde etmek amaciyla genellikle tek bir koloninin se¢ilmesi nedeniyle zordur.
Ayrica nispeten hizli lireyen tiir digerini baskilayabilmektedir. PCR/DGGE ise karisik
kiiltiirleri de tespit edebilme kabiliyetine sahiptir. Yontemin diger bir avantaji, daha 6nce
kegilerde tespit edilmemis tiirler veya bilinmeyen mikoplazma tiirlerini tespit edebilme
potansiyeline sahip olmasidir. Mikoplazmalar in vitro olarak ¢ok yavas tiremekte bu
nedenle de hastalik teshisi uzun siirmektedir. PCR/DGGE ise; direkt marazi maddeden,
kiiltiire gerek olmadan hastalik etkenini tespit ederek hastaliklarin ¢ok hizli teshisini
saglayabilmektedir. Kiiltivasyonu ¢ok zor olan tiirleri kolayca saptayabilmekte, miks
mikoplazmal infeksiyonlari, daha 6nce o hayvan tiirlinde tespit edilmemis tiirleri ve

bilinmeyen tiirleri de tespit edebilmektedir (95, 99).

Antibiyotik tedavisi ile klinik belirtilerin ortadan kalkmasi ya da semptomlarin
azalmasi saglanabilmektedir. Bulagic1 Agalaksi hastaliginda antibiyotik tedavisinin yetersiz
oldugu durumlarla karsilagilsa da antibiyotik sagaltimi; subakut infeksiyon gegiren
hayvanlarin klinik semptomlarinda ¢6ziim olabilmektedir ve hastaligin klinik formlari
gelisen hayvanlarda etkili olabilmektedir. Sagaltim siirtide bulunan tiim hayvanlara ve
Ozellikle semptomlar1 gostermeyen hayvanlara uygulanmalidir. Sagaltimda sadece klinik
belirti gosteren hayvanlar tedavi edilirse, Bulagic1 Agalaksi salginlarinin kontrolii zor
olacaktir. Yiikselen ates ya da kesikli siit atilim1 gosteren infekte hayvanlarda aktif olarak
mikoplazmalarin sa¢ilimi farkedilemeyebilir. Antibiyotik tedavisinin uzun stirmesi ve
tedavide yeterli doz kullanilmasi; klinik semptomlar1 ortadan kaldirabilmekte veya en aza
indirgeyebilmektedir (34). Sagaltimda secilen antibiyotikler; hiicre duvari1 bulunmayan

bakterilere kars1 aktif olmali, plazma da uzun siire bulunabilmeli, dokulara yeterli
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difiizyonu saglamali, kandan siite yliksek miktarlarda gecisi (siit bezlerini de iceren) olmali

ve ¢ok diisiik miktarda minumum inhibisyon konsantrasyonuna sahip olmalidir (19).

Antibiyotiklerin se¢imi kii¢iik ruminantlarda kullanilan ilaglarin azlig1 nedeniyle sinirh
hale gelmistir. Loria ve arkadaglar1 (100) sagaltimda, tylosine, erythromycin ve
spiramycin gibi macrolidlerin ve lincomycin gibi lincosamidlerin ve enrofloksasin gibi
fluorokinolonlarin kullanimindan bahsetmislerdir. Yaptiklari ¢alismada her ne kadar
spiramycin ortalama yliksek MIC degeri gosterse de antibiyotik degerlendirmelerinde
kuvvetli direnglilik gostermemistir. Siitten izole ettikleri suslarda oksitetrasiklin nispeten
daha yiiksek degerler gostermis, enrofloksasin en diisiik ortalama degeri vermistir. infekte
hayvanlarda macrolidlerin ve tetrasiklerinlerin kullanimi klinik agidan ilerleme saglasa da
asemptomatik tasiyici olarak ortaya ¢ikma tehlikesi her zaman bulunmaktadir. Buna ek
olarak; kiiciik ruminantlarda eritromisin ve tylosinin kullanimu, siit tireten dokular1

yikimlamasina ve zarar verirmesine neden olmustur.

Cesitli antimikrobiyal duyarlilik test yontemleri mikoplazma calismalarinda da
kullanilmistir. Agar dilusyon MIC testi referans metot olarak kullanilmaktadir. Bu teknik
az sayidaki izolatlarin test edilmesinde pratik degildir. Agar disk difuzyon yontemi
mikoplazmalarin yavas iiremesi ve zon ¢aplari ile MIC degerleri arasinda korelasyon
olmamas1 sebebiyle pratikte kullanish degildir. Microbroth dillisyon yontemi,
ekonomikligi ve ayn1 mikrotitre pleyti i¢cinde ¢esitli antibiyotikleri test etme olanagina
sahip olmasi sayesinde en pratik ve en yaygin kullanilan metottur. Ancak metodun bazi
zahmetli noktalar1 mevcuttur bunlar; dilusyonlarin 6nceden hazirlanmasi ve titrenin
zamana bagli olarak degigebilmesidir. Mikrodilusyon metodunun “sensitier” versiyonu
teknigin zahmetli yanini ortadan kaldirmis ve M.bovis izolatlar1 i¢in uygulunabilirligi tespit
edilmistir (101) . E test yonteminin (AB BIODISK, Solna, Isveg) basitlik, inokulum
miktarmin minimum etkisi, son deger stabilligi ve tek bir izolat i¢in uygulanabilirligi gibi
avantajlart vardir. Yukarida belirtilen testler M.agalactiae suslar1 ve izolatlarininin

antibiyotik duyarliliklarini belirlemede kullanilmaktadir (102-103).

Metodun ne olduguna bakilmaksizin, mikoplazma antimikrobiyal duyarhlik testlerini
gerceklestirmede uluslararasi kabul gdrmiis bir rehber bulunmamaktadir. Veteriner
Hekimlikte gesitli arastiricilar tarafindan farkli tekniklerle M.agalactiae minimal

inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri belirlenmistir (102-104). Mikoplazma tiirlerine
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kars1 antimikrobiyal etkenlerin MIC degerlerini belirlemek icin bir rehber hazirlamigtir ve
burada etkili antibiyotigi belirlemede lireme inhibisyonunun kolayca ayirt edilebilmesini

saglayan inokulum miktariin 10° CFU/ml oldugunu belirtmistir (104).

Antunes ve arkadaglariin (103) yaptigi bir calismada 26 adet M.agalactiae susunda
16 antimikrobiyal ajanin Microbroth diliisyon metodu ile etkileri aragtirilmistir. MICqj
degerlerini baz alan en etkili antimikrobiyaller; fluorokinolonlar, tetrasiklinler ve
macrolidler olarak bulunmustur. Iki susta, tetrasiklinlere kars1 direnglilik meydana
gelirken, tlim suglar streptomycin, erythromycin and nalidixic asite kars1 direnglilik
gostermistir.

Garnica ve arkadaslarinin (102) yaptig1 diger bir ¢alismada, M.agalactiae izolatlarinda
kinolonlarin etkisi arastirilmis ve clindamycin’nin en etkili antimikrobiyal oldugu
gozlenmistir. Bulasic1 Agalaksi sagaltiminda erythromycin diger bir alternatiftir (19).
Oxytetracycline MIC degerleri ¢ok yiliksek bulunmus ve tylosin MIC degerleri daha az
bulunmustur. Yeni jenerasyon macrolidlerinden tulathromycinde, susa bagimli olarak
nispeten daha degisken sonuglar (MIC araliklar 1 ve 8 pg/ml™) elde edilmistir. Diger
antimikrobiyallerle karsilastirildiginda MICsy ve MICgqg degerleri daha yiiksek ¢cikmigtir
(102).

Onat ve arkadaslar1 (105) M.agalactiae ile dogal enfekte bir kegi isletmesinde
tylosinin etkilerini degerlendirmis ve laktasyon sonrasinda siit ile sagilimin azaldigin1
belirtmislerdir. Bununla beraber klinik bulgularinin iyilesmesi yoniinde olumlu etkilerini
ortaya ¢ikartmislardir.

Antibiyotik sagaltimimin yaninda es zamanli olarak kullanilan nonsteroidal anti-
inflamatuvar ilaglar, hastaligin siddetlenmesini engellemekte ve hayvanlarda klinik olarak
iyilesme meydana gelmektedir. Bununla birlikte antimikoplazmal ilaglarin, laktasyon
sonunda ve kuru periyodun baslangicinda uygulanmasi tavsiye edilmektedir (29,34)

Temizel ve arkadaslar1 (106), 6l M.agalactiae asisi ile asilanmis kegilerde kullanilan
levamisole ve ranitidin’nin immunomodiilator etkilerinin var oldugunu bildirilmislerdir.
Asilama ile bu ilaglarin kombinasyonunun yararli ve ucuz bir metot oldugunu ileri
siirmiislerdir.

Bulasic1 Agalaksi hastaligina karsi asilarin etkinlikleri kapsamli bir sekilde
tartisilmaktayken konvansiyonel asilarin kullanimi halen devam etmektedir. Asilama;
enzootik olarak etkilenen 6zellikle diisiik sosyal ve ekonomik standartli bolgelerde, etkili

uygulamalarin ve radikal 6nlemlerin zor alinacagi bolgelerde etkin olarak
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degerlendirilmektedir. Boyle iilkelerde Bulasici Agalaksi hastaligina karst yeni jenerasyon

asilarin gelistirilmesinin yararli olacagi asikardir (15).

M.agalactiae’nin neden oldugu Bulasic1 Agalaksi hastaligindan korunmak amaciyla
Giliney Avrupa ve Orta Dogu iilkelerinde agilar genis kapsamli olarak kullanilmaktadir.
Ancak evrensel olarak kabul edilmis ve hazirlanmasinda standart bir metodu olan tek bir
as1 yoktur.

Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisii’nde tiretilen M.agalactiae’nin canli asilari
yillarca kullanilmis ve koyunlarda ve yavrularda inaktif asiya gore daha etkili bir koruma
saglamistir (19, 2). Bununla beraber, mikoplazmalarin sagilimi ile bulasici infeksiyonlar

meydana getirdigi ve laktasyondaki hayvanlarda tavsiye edilmedigi bildirilmektedir.

Ulkemizde Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisii tarafindan Bulagic1 Agalaksi
hastaligina kars1 M.agalactiae i¢eren 6lii ve canli atteniie asilar (Agalaksipen)
tiretilmektedir. Canli attentiie asilar, gebeligin son 2 ayinda ve laktasyonun ilk 2 ayinda
uygulanmaz. Olii asilar ise koyun ve kegilerde kog kattmindan evvel yapilmas1 gereklidir.

Avrupada, canli Ma agilar1 kabul edilmemekle birlikte aliiminyum hidroksit gibi yagl
adjuvan ve formalin igeren 6lii asilarin kullanimi dikkat cekmektedir. Inaktif asilarda,
inaktivasyondan Once preparatlarin titresi (10%-10"° cfu/ml) ok yiiksek olmal1 ve bu asilar,
laboratuvar suslarindan elde edilmelidir (16).

Fe ve arkadaslar1 (108) M.agalactiae ve M.mycoides subsp. mycoides’ i igeren inaktif
asilar ile saha denemeleri yapmiglar ve bu asinin klinik semptomlar1 6nledigini
belirtmiglerdir.

Ma, MmLC ve Mmec suslari ile kombine edilmis, 2 ml de 10*° cfu dozda ve
alliminyum hidroksit adjuvanini igeren Aglovax (Intervet, Boxmeer, Netherlands) adinda
trivalent bir asida bulunmaktadir. Ayrica infekte koyun materyalinin siitiinden, beyninden
ve meme bezi homojenatindan otojen asilar hazirlanmis ve her ne kadar giivenilir olmasa
da yillarca Italya’da kullanilmistir. Ancak koyunlarda ve kegilerde kontamine beyinden
kaynakli siddetli scrapie salginlarina neden oldugu i¢in bu asilarin kullanimi son bulmugtur
(109).

Ispanya’da deneysel M.agalactiae infeksiyonu gegiren kegilerde, 6 y1l boyunca her yil
3 kez agilama yapilmis ancak buna ragmen formalin i¢eren asinin tam koruma

saglayamadigi gozlenmistir ve dogal infekte hayvanlarin siiriiye girisini takiben klinik
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hastaliklar 6nlenememistir (110). Bunun yaninda miicadele kontrollerinde uygulanan

formalinli asilar, siitte Ma sa¢ilimini azaltamamistir (111).

Gil ve arkadaglar1 (112) hayvanlara uygulanan asilar ile meydana gelen korunmadaki
yetersizligin, Bulasict Agalaksi sendromuna neden olan diger dort mikoplazma etkenin biri

ile infekte olma olasiligina baglamislardir.

Cetinkaya ve arkadaglari(8) Tiirkiye’de Bulasic1 Agalaksi’li koyun ve kegilerde
M.agalactiae disindaki tiim mikoplazma tiirlerini igcerecek sekilde yeni bir as1 hazirlanmasi

gerekliligini vurgulamislardir.

Fenol ya da saponin ile inaktive olan asilar, deneysel infeksiyonlara karsi formalin,
sodyum hipoklorit ya da 1s1 ile muamele edilmis inaktive asilarla karsilastirildiginda tistiin

koruma sagladigi goriilmistiir (113, 114).

Ma’ya kars1 yagli, emiilsifiye inaktif agilarin kullanimi, koyunlarda asilama sonucunda
geligen yliksek seviyedeki antikor yanitinin gelistigi ve miicadele edildigi saha
denemelerinde Ma kolonizasyonundan ve hastalik belirtilerinden koruyarak gelecek
caligmalar i¢in umut vaat etmistir (115, 116).

M. mycoides capri ve M. putrefaciens infeksiyonlari siddetli seyretse de prevalanslari
nispeten daha diisiiktiir ancak bu infeksiyonlara kars1 koruyucu as1 denemeleri hi¢bir

calismada vurgulanmamastir.

Saha denemelerinde, Ma ve Mmc igeren bir as1 pratikte yeterli olsa da dort
mikoplazma etkenini i¢ceren multivalent, formalin-inaktif bir aginin da yararl oldugu

gorilmistir (117).

Subunit agilar ise direkt olarak immunojenik proteinleri identifiye etmesi ile yararl
olabilmektedir. Son zamanlarda epitop mapping ¢alismalarinda immunojenik proteinlerin
identifiye edilmesi ile as1 ¢alismalarini kolaylastiracagi diisiiniilmektedir. M.agalactiae
‘nin gii¢lii immunojeniteye sahip olan yiizey lipoproteini, AvgC, infekte koyunlarin
serumlarinda spesifik antikorlari stimiile ederek yiizeyde aciga ¢iktigin1 gostermistir. Bu

proteinin ileride subunit asilar i¢in kullanimi1 muhtemeldir (118).
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Hastaliktan ari olan iilke ve bolgelerde her zaman infekte siiriiler kesime
gonderilmelidir. 2002-2003 yillar1 arasinda Kuzey Urdiin’de 100’ askin kegi ve koyun
stiriisiinde bulasic1 agalaksi ile seyreden risk faktorleri aragtirilmistir. Seropozitif siiriilerde,
iiretim ve siirli saglig1 yonetimi uygulamalarini igeren 31 degisken risk faktorii test
edilmistir. Sonuclarinda, diger siiriilerden gelen koglar, uygun olmayan siit sagim
cihazlarmin temizligi ve klinik olarak etkilenen anneden yavruyu ayirmamak risk

faktorlerini artirdig1 goriilmiistiir (16).

Siiteii keci siiriilerinde mikoplazmalarin teshisi sistematik olmalidir. Ciftgiler, klinik
mastitisli hayvanlardan 6rnek toplama ve drneklerin saklanmasi ile bilgilendirilmelidir.
Yillik olarak subklinik meme yangili hayvanlarin siit 6rneklerinden CMT ya da somatik
hiicre sayim1 yapilmalidir ve meme patojenleri i¢in nonselektif kiiltiir ve mikoplazmalar
icin selektif kiiltiir metotlart uygulanmalidir.

Diizenli laboratuvar takipleri ve infeksiyoz hastaliklarin izlenmesi, hayvan siiriilerine
hastaligin girisini ya da hastaligin yayilmasini engellemeye yardim etmektedir.
Hayvanlarin serumlarina uygulanan serolojik metotlar ile ve bireysel olarak ya da
tanklardan toplanan siit 6rneklerine uygulanan kiiltiir ya da PCR metotlari ile takipler
gerceklestirilir. Monitoring (izleme ve miidahale) programlari bulunmayan siiriilerde,
hijyenik siit uygulamalar1 ya da yavrularin beslenmeden 6nce pastorize siit kullanimi gibi

hijyenik dnlemler yerine getirilmelidir.
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GEREC VE YONTEM
GEREC

Etik Kurul izin Belgesi

Tez galigmasi sirasinda hayvanlardan alinan siit, eklem sivisi, g6z ve burun svap
ornekleri icin gerekli izin Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan 10.05.2011 tarihli ve 2011-05/03 nolu karar ile onaylandi.
Aydinlanmig Goniilli Onam Formu hayvan sahiplerine doldurulmak suretiyle imzalatildu.

1. Klinik Ornekler

Agustos 2010 ve Eyliil 2012 tarihleri arasinda Bursa, Balikesir, Canakkale ve Edirne
illerine ait 22 adet koyun ve keg¢i isletmesinden 339 6rnek toplandi. Toplam 339 6rnege ait
162 adet siit 0rnegi, 147 adet goz svabi, 15 adet eklem sivisi, 11 adet burun svabi ve 4 adet
akciger dokusu bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle incelendi. Bu 6rneklerin 190’1
ke¢i, 57’si koyun, 19°u oglak, 6’s1 teke, 27°si kuzu ve 6’s1 kog’a ait numunelerdir.
Ornekler isletme veya siirii sahibinin sikayetleri iizerine toplanarak aym siiriide klinik
semptom gostermeyen hayvanlardan da numuneler alindi. Gebeligin son aylarinda yavru
atmis olan koyun ve kegilerden de numuneler toplandi. Klinik belirti gdsteren ve

gostermeyen isletmelerden alinan 6rnekler Tablo-5de gosterilmistir.

Siit 6rnekleri: Siit kesilmesi ve mastitis olgusu gozlenen Koyun ve kegilerden toplam
162 adet siit 6rnegi alindi. Meme ve meme bas1 %70’lik alkol ile antisepsis saglanarak
temizlendikten sonra ilk birkag sagim atild1 ve steril tiiplere siit 6rnekleri alindi. Ornekler

buz kaliplari ile laboratuvara getirildi ve ayn1 giin ¢alisildi.

G0z ve burun svaplari: Steril, pamuk svaplar hayvanlarin burun bosluguna veya
gozlerine siiriildii ve transport medium ile laboratuvara getirildi. Toplam 305 adet hayvana
ait 147 adet g6z svabi ve 11 adet burun svabi laboratuvara buz kaliplari igerisinde

ulastirildi.

Eklem s1vis1 6rnekleri: Artritis semptomlar1 veya artritisten kaynakli topallama
goriilen hayvanlarin eklemlerinden steril enjektor ile 15 adet eklem sivisi 6rnekleri alinarak
laboratuvara getirildi.
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Akciger Ornekleri: Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 laboratuarina gonderilen marazi maddelerden pnémoni bulgusu tasiyan 4 adet akciger

ornegi degerlendirmeye alindi.

2. Standart Sus: Mycoplasma agalactiae AIK, NCTC 10123 susu Pendik Veteriner

Kontrol ve Arastirma Enstitiisli, Mikoplazma Laboratuvar1 'ndan saglandi.

3. Mikoplazma Besiyerlerinde Kullanilan Stoklar (60):

Talyum asetat (%5)

5 gr Talyum asetat (Merck)100 ml distile su iginde eritildi. 0.20 um g¢apli Filtre
(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek 10 ml miktarinda steril tiiplere aktarilarak
+4°C’de saklandu.

Maya ekstrakti soliisyonu (%25)
25 gr Maya ekstrakti ( Difco-127838JC) 100 ml distile su iginde eritilip 0.20 pm
capl filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek 10 ml miktarinda steril tiiplere

aktarilarak -20 °C de saklandi.

Glikoz soliisyonu (%50)
50 gr glikoz (Oxoid LP0071)100 ml distile su i¢inde eritilip 0.20 um ¢apli filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

Fenol red soliisyonu (%0.5)
0.5 gr Fenol red ( Merck) 100 ml distile su iginde eritilip 0.20 um c¢apli filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de sakland.

Arjinin soliisyonu (%010):
5 gr ArjFinin (Merck) 50 ml distile su iginde eritilip, 0.20 um g¢apl filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de sakland.

Sodium phenolphthalein diphosphate soliisyonu (%1):
0,5 gr phenolphthalein diphosphate tuzu (Sigma) 50 ml distile su iginde eritildi,
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0.20 pm capl filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

Tetrazolium soliisyonu (%?2):
2 gr 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride ( Merck) 50 ml distile su iginde eritilip
0.20 um gapl filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

Digitonin soliisyonu

25 mg Digitonin (Sigma) 5 ml %95 etanol i¢inde eritilip, 56°C de 30 dk. 1sitildu.
Soguduktan sonra 0.20 um ¢apli filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de

saklandi.

Digitonin Diskleri: 6 mm ¢apinda steril filtre disklerine 25 pl miktarinda digitonin
solusyonu emdirildi. Diskler 37 °C’de kuruyuncaya kadar etiivde bekletildi, kuruyan
diskler + 4 °C’de sakland.

Ure soliisyonu: 100 ml distile su igerisinde 1 gr iire (MERCK 1.08487.1000) ve
0.8 gr MnCL,.4H,0 (Mangan(ll) chlorid-Tetrahydrat MERCK 1.05927.1000) ¢6zdiiriildi.
Sonra 0,20um Minisart filtrelerinden gegirilerek sterilize edildi. +4 C de muhafaza edildi.

Steril At serumu (Biochrom AG- S9135)

Kristal Penicillin (Kristapen-Deva)

4. Antiserumlar: izolatlarm Ureme Inhibisyon testi ile identifikasyonunda
kullanildi.

4.1 M.agalactiae antiserumu: Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisi,
Mikoplazma Laboratuvari , Istanbul, Tiirkiye ve Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency, Mycoplasma Group, Weybridge, Ingiltere’den saglandu.

4.2 M.mycoides subsp mycoides capri antiserumu: Pendik Veteriner
Arastirma Enstitiisii, Mikoplazma Laboratuvari , Istanbul, Tiirkiye’den sagland.

4.3 M.capricolum subsp. capricolum antiserumu: Animal Health and

Veterinary Laboratories Agency, Mycoplasma Group, Weybridge, Ingiltere’den sagland.
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4.4 M.putrefaciens antiserumu (Animal Health and Veterinary Laboratories

Agency, Mycoplasma Group , Weybridge, Ingiltere’den saglandi.
5. Besiyerleri
5.1. Mikoplazma Selektif Besiyeri:
Hayflick’s medium: Siipheli siit, akciger, eklem s1visi, goz ve burun svabi

orneklerinden Mycoplasma cinsi bakterilerin izolasyonu ve suslarin ¢ogaltilip saklanmast

amactyla kullanildi (55).

Hayflick’s Buyyon
Bakteriyolojik pepton..................... 10.0 g/ml
‘Lab-Lemco’ powder (Et ekstrakti).... 10.0 g/ml
Sodium chloride........................... 5.0 g/ml
Mineral Supplement........................ 0.5 g/ml

Hazirlamisi: 2,04 gr PPLO broth (Oxoid, CM0403) 80 ml distile su iginde benmaride
100°C’de eritilip pH 7,84+0.2’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.
50 °C ‘ye kadar sogutulup icerisine Mycoplasma Selektif Supplement ilave edildi ve iyice
karistirildi. Besiyerleri steril vidali kapakli cam tiiplere 9’ar ml paylastirildi. Sterilite
kontrolii i¢in 37 °C’de 1 giin inkiibe edildikten sonra, kontaminasyon sonucu iiremeye
bagli renk degisimi ve bulaniklik yoniinden incelendi. Renk degisimi ve bulaniklik
goriilmeyen steril besiyerleri +4 OC “lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢inde

mikoplazma izolasyonu amaciyla kullanildi (55).

Hayflick’s Agar
Bakteriyolojik pepton..................... 10.0 g/ml
‘Lab-Lemco’ powder (Et ekstrakti).....10.0 g/ml
Sodium chloride............................. 5.0 g/ml
Mineral Supplement......................... 0.5 g/ml
AGar. ..o 10 g/ml
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Hazirlamisi: 2,84 gr PPLO broth ( Oxoid, CM0401) 80 ml distile su iginde
benmaride 100°C’de eritilip pH 7,8+0.2’ye ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi. 50 °C ‘ye kadar sogutulup icerisine 20 ml Mycoplasma Selektif
Supplement ilave edildi ve iyice karistirildi. Besiyerleri 9 cm ¢apli steril cam petri
plaklarina 25°ser ml dokiildii. Sterilite kontrolii icin 37 °C’de 1 giin inkiibe edildi. Steril
olan besiyerleri +4 °C ‘lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta i¢inde mikoplazma

izolasyonu amaciyla kullanildi (55).

Mycoplasma Selektif Supplement (Penisilinli)
Oxoid Mycoplasma Supplement (katolog no : SR0059) , Oxoid Mycoplasma Agar Base ve
Oxoid Mycoplasma Broth Base igerisine 20’ser ml katilacak sekilde hazirlandi.

Oxoid Mycoplasma Selective Supplement
AtSerumu ..., 20 ml
Maya ekstrakti (25 % w/v)....... 10 ml

Talyum asetat 25 mg............. 25 mg
Penisilin..........cccoovviinnn... 20,000 IU

Hazirlamisi: 1 sise icerisine 20 ml distile su katilip karistirilarak homojen hale
geldikten sonra 50 C’de bulunan 80 ml Mycoplasma broth’a ya da 80 gr Mycoplasma

agarin igerisine ilave edildi.
5.2. Biyokimyasal Test Besiyerleri

Asagida belirtilen formiilasyonlar, Mycoplasma Protocols (60) kitabinda bildirildigi

gibi hazirlanmustir.

Glikoz Fermentasyonu Testi Besiyeri:

A.

PPLO broth 70 ml

Maya ekstrakt1 (%25°lik soliisyonu) ......... 10 ml
Steril inaktive at serumu ..................... 20 ml
Glikoz (%50’lik soliisyonu)................... 1 ml
Kristal penisilin (200 000 IU/ml)............. 0.5 ml



Talyumasetat % 5 ..o, 0.4 ml
Fenol red (%1°lik soliisyonu) ............... 0.5 mil

B. Besi yeri glikozsuz olarak hazirlandi.

A ve B besi yerleri hazirlandiktan sonra 5 ml miktarinda siselere aktarildi (60).

Arjinin Hidrolizi Besiyeri:

A

PPLO broth (pH 7.0)....cceoviiiiiiian 70 ml
Maya ekstrakt1 (%25°lik soliisyonu)........... 10 ml
Inaktive at serumu ..............................l, 20 ml
L arjinin HCI1 (%10’luk soliisyonu)............. 5ml
Talyumasetat % 5 .....coooovviiiiiiiiie, 0.4 mi
Kristal penisilin (200 000 IU/ml)............... 0.5 ml
Fenol red (%1’lik soliisyonu).................... 0.5ml

B. Yukaridaki besi yeri arjininsiz olarak hazirlanir.

A ve B besiyerleri hazirlandiktan sonra 5 ml miktarinda siselere aktarildi (60).

Fosfataz Aktivitesi Besiyeri

PPLO A@ar ..., 70 ml
Inaktive at SerumMu ...........ccviviiiiiiiiiieiiiin, 20 ml
Maya ekstrakti (%25°lik soliisyonu)................... 10 ml
Sodium phenolphthalein diphosphate (%1 w/v sol.). 1 ml

Talyumasetat % 5 ...oooveviiii 0.4 ml
Kristal penisilin (200 000 IU/ml)....................... 0.5 ml

15-18 ml miktarinda petri kutularina taksim edildi.
- Serumdan ve maya ekstraktindan gelen fosfataz aktivitesini engellemek amaciyla At

serumu ve maya ekstrakti solusyonu benmaride 56° C’de 1 saat inaktive edildi (60).

Tetrazolium Rediiksiyonu Besiyeri
PPLO Agar ......cooviiiiii i 70 ml

Inaktive at SErUMU .....vineer e, 20 ml



Maya ekstrakti (%25°lik soliisyonu).................... 10 ml

Tetrazolium solusyonu (%2 w/vsol.) .................. 1 ml
Talyumasetat % 5 ....oviviriiii i 0.4 ml
Kristal penisilin (200 000 IU/ml)........................ 0.5 mi

15-18 ml miktarinda petri kutularina dokiildi (60).

5.3. Genel Besi Yeri
Kanh Agar: Blood Agar Base No:2 (Oxo0id-CM0271) iiretici firmanin
formiilasyonuna gore hazirlanip, toplanan 6rneklerden izole edilen mikoplazma siipheli

kolonileri L formlarindan ayirmak amaciyla kullanildi.

6.DNA Ekstraksiyon Kiti: ROCHE marka (High Pure PCR Template Preparation
Kit, Roche Diagnostics, Kod: 11 796 828 001, Mannheim, Almanya). M.agalactiae AIK
susu ve klinik érneklerin DNA’sin1 izole etmek amaciyla kullanildi. Kit 15-25 °C’de
muhafaza edildi. DNA Ekstraksiyon Kitinde bulunan ve DNA Ekstraksiyon Kitinde

bulunmayan ancak iceriginde kullanilan maddeler asagidaki gibidir:

DNA Ekstraksiyon kitinde bulunanlar:

e Binding Buffer

e Proteinase K

¢ Inhibitor Removal Buffer
e Wash Buffer

e Elution Buffer

DNA Ekstraksiyon kitinde bulunmayanlar:

e Ethanol
e Isopropanol

e Phosphate Buffer Saline (PBS)
7.Spektrofotometre: Nanodrop ND-1000 V3.3 Spektrofotometre (NanoDrop

Technologies, Inc. Wilmington, USA). izole edilen DNA’nin konsantrasyon ve safliginin

belirlenmesinde kullanildi.
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8. Deiyonize ve Ultra Saf Su Sistemi: MILLIPORE marka (ELIX 5, katalog no :
ZLXS5V05Y, MILIQ Synthesis A10, katalog no: ZMQ55VFT1, Fransa). Ozellikle PCR
ve molekiiler deneyler i¢in gerekli olan reagentlerin hazirlanmasinda suyun kalitesi biitiin
sistemden alinacak sonuglari direkt olarak etkileyebilecegi i¢in son derece biiylik 6neme

sahip bu sistem kullanilmistir.

9. PCR Miksi ve Reagentleri: Roche Marka (katalog no: 04 738 381 001). PCR
reaksiyonu Roche FastStart Taq DNA Polymerase, dNTPack miksi ve reagentleri ile
gerceklestirildi. Farkli ANTP miktarlarinin kullanildigi PCR protokolii i¢cin Roche marka
dNTP set (katalog no: 11969064001) kullanildi. PCR reaksiyonunda kullanilirken, kit
reagentleri 6zel sogutucu racklar kullanildi. Miks ve reagentler kullanilmadigi zaman -20

°C’de saklandilar.

PCR miksi ve reagentler asagidaki gibidir:
1- FastStart Tag DNA Polymerase (5 U/ul)
2- 10 X PCR Reaksiyon Buffer 20 mM MgCl, ile
3- 10 X PCR Reaksiyon Buffer ( MgCl;’siiz)
4- 25 mM MgCI; stok soliisyonu

5- GC Zenginlestirme Soliisyonu 5X konsantrasyon
6- PCR Grade Niikleotid Miksi (10 mM dNTP)

Deoxynucleoside Triphosphate Set icerigi
e dATP, PCR Grade,Sodium salt, 100 mM
e dCTP, PCR Grade,Sodium salt, 100 mM
e dGTP, PCR Grade,Sodium salt, 100 mM
e dTTP, PCR Grade,Sodium salt, 100 mM

AHVLA, Ingiltere’de yapilan PCR miksinde kullanilan reagentler:
1- 5x Go Taqg Green Buffer (Promega, UK)

2- 5U/ul AmpliTag Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)
3- 10 mM dNTP’s (Promega, UK)
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4- 1.5 mM MgCl, (Applied Biosystems)

10.Primerler: PCR reaksiyonunda kullanilan primerler Dr. Zeydanli tarafindan Alpa
DNA, Montreal’de sentezletildi.

M.agalactiae uvrC geni icin;

76,488 pmol/ul MAGAUVRCI1-L ve 81,763 pmol /ul MAGUVRCI1-R oligoniikleotid
sentezleri gergeklesmistir (9) (Tablo-6).

MAGAUVRCI1-L: 5’-CTCAAAAATACATCAACAAGC-3’

MAGUVRCI1-R : 5’- CTTCAACTGATGCATCATAA-3’

Primerlerin 100 pmol /ul stok soliisyonlar1 hazirlandi ve 25 pl stok primer ile 75 pl ultra
deiyonize saf su ile karigtirilarak 25 pmol / pl hazirlandi. Primerlerin amplifiye ettigi PCR
tirtinii 1624 baz ¢ifti olarak hesaplandi. Stok primer soliisyonu ve sulandirilmis primer

soliisyonu -20 %C’de saklandi.

M.agalactiae polC geni igin;

82,504 pmol/ ul MAPol-1F ve 79,956 pmol/ul MAPol-5R olgoniikleotid sentezleri
gerceklesmistir (11) (Tablo-6).

MAPoI-1F: 5>-CATTGAACCTCTTATGTCATTTACTTTG-3’

MAPoI-5R: 5°-CTATGTCATCAGCTTTTGGGTGA-3’

Primerlerin 100 pmol /ul stok soliisyonlar1 hazirlandi ve 10 pl stok primer ile 90 pl ultra
deiyonize saf su ile karistirilarak 10 pmol/ul hazirlandi. Primerlerin amplifiye ettigi PCR
tirtinii 265 baz ¢ifti olarak hesaplandi. Stok primer soliisyonu ve sulandirilmis primer

soliisyonu -20 °C’de saklandi.
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Tablo-4 Calismada kullanilan oligoniikleotid primerler

Hedef Primer Cifti Oligoniikleotid Sekansi (5-3) Molekiil ~ Sic.? Referans

gen agirhgi

polC MAPol-1F CATTGAACCTCTTATGTCATTTACTTTG  265bp 49°c  (Marenda
Bl CTATGTCATCAGCTTTTGGGTGA et.al.,2005)

uvrC MAGAUVRCI-L  cTCAAAAATACATCAACAAGC 1624bp  60°C  (Subramaniam

MAGAUVRCIR  CTTCAACTGATGCATCATAA et.al. 1998)

#PCR analizlerinde kullanilan annealing sicakliklart

11. PCR mikrotiipleri: PCR reaksiyonunu gerceklestirmek i¢in, kullanilan PCR
Reagentlerinin konuldugu 0,2ml, ince duvarli, diiz kapakli, DNase, Rnase ,Pyrogen free

mikrotiipler (Axygen) kullanildi.

12. Gradient Thermal Cycler PCR Cihaz : PCR reaksiyonlar1, Gradient Thermal
cycler (Techne TC-3000G, Bibby Scientific, UK ) PCR makinesinde gergeklestirildi. 48
bloklu bu cihazin 8 siitiinunda sicaklik optimizasyonu saglanmakta ve 6 sirasinda
reagentleri ve primer konsantrasyonlarinin optimizasyonu ayarlanabilmektedir. Annealing
sicakliklari, 20 ve 80 °C gradient ozellikleri arasinda optimize olabilmektedir. Her bir
blogun sicaklik orani saniyede 3.3 OC hizlanmaktadur.

13. PCR sogutucu sistem, Buzlu Rack : Eppendorf PCR cooler (katalog no:
Z606634-1EA) marka buzlu rack ile PCR reaksiyonu hazirlanirken reagentleri ve

orneklerin DNA’larmi PCR reaksiyonu baslatilana kadar sogukta tutulmasi saglandi.

14. Agaroz Jelin Hazirlanmasinda Kullamilan Maddeler
e Tris-Acetate- EDTA (TAE) Buffer: Agaroz Jel hazirlanirken ve DNA’larin

jelde yiirtitiilmesini saglamak amaciyla 1X TAE kullanildi.

50X TAE buffer hazirlanisi: 750 ml deiyonize su igerisine 242 gr Tris-base katild1 ve

¢ozdiiriildi. 100 ml 0,5 M EDTA ve 57,1 ml glasiyal asetik asit katilarak iyice karistirilda.
25°C’de pH 8.3’e ayarlandi ve stok soliisyonu olarak kullanildi. Bu stok soliisyonundanda

1X TAE hazirlanarak jel hazirlanmasinda kullanildi.
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e Agaroz (Prona Agarose, Biomax, lot no: 104514R): Hazirlanan jelin yiizde

oranina gore farkli miktarlarda hassas terazide tartilarak kullanildi.

15. Horizontal Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi: Thermo Scientific marka
horizontal tank, jelin dokiilmesinde kalip olarak ve jelde DNA’larin yiiriitiilmesinde
kullanild1. Elektroforez tanki, anot ve katot uglarina gelen elektrik akimi ile DNA ‘larin
jelde hareket etmesini saglamaktadir. Thermo Scientific marka gii¢ kaynagi ise, tanka
elektrik akimini saglamaktadir. Elektroforez asamasinda, PCR protokoliine gore volt,

miliamper ve stire degisiklikleri ayarlandi.

16. E-Gel Agaroz Jel Elektroforez Sistemi (Invitrogen, Life Sciences): Hazir kaset
jeller ile kisa siirede elektroforez saglayan bu mini sistem az 6rnekli ¢aligmalarda

kullanild1. UvrC geni PCR optimizasyon denemeleri bu sistem ile yapildu.

17.DNA Ladder (markir) ve DNA loading dye (yiikleme tamponu): Thermo
Scientific Gene Ruler 100bp DNA ladder (katalog no: SM0242) paket igeriginde bulunan
6X DNA loading dye, 1X konsantrasyonunda ayarlandi ve 6rneklerin DNA’lar1 bu
yiikleme tamponu ile boyandi. Thermo Scientific Gene Ruler 100bp DNA ladder (0,5-1
ug) , 100 ve 1000 bp’lik DNA fragmentleri arasindaki bdlgeler i¢in kullanildi.. 100 ve
1500 bp’lik DNA fragmentleri arasindaki bolgeler i¢in Roche DNA molecular weight
marker XIV (katalog no:11 721 933 00) kullanildi. Caligilan DNAlarin molekiil agirliklari,

markirlari ile karsilastirildi.

18.Parafilm: Elektroforez asamasindan 6nce DNA’larin loading dye ile

karistirilmasinda kullanildi.

19. Etidyum Bromiir: Thermo Scientific (MK1481772) marka etidyum bromiir ile

jelde yiiriitiilen DNA bantlariin goriintiilenmesi saglandi.

20. UV Transilliiminator: Yiritilen DNAlarin UV 1s181yla kontrolleri yapilarak
goriintiilendi (Vilber Lourmat (312 nm) ECX-F26-MX, Fransa).
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21. Jel Goriintiileme ve Dokiimantasyon Sistemi: Vilber Lourmat Quantum 1100
marka Jel Goriintiileme ve Dokiimantasyon Sistemi, beyaz 151k ve UV 15181 altinda niikleik
asit ve proteinlerin goriintiilenmesi, bakterilerin kolonilerinin sayilmasina imkan saglayan
bilgisayarli bir sistemdir. Elektroforez sonrasinda meydana gelen DNA bantlarinin
goriintiilenmesinde kullanildi ve 2 megapiksel bir CCD kamerasi ile bilgisayara aktarilan
goriintiiler ‘Infinity-Capt software ve Bio 1D’ programlari araciligi ile analiz edildi. Elde
edilen goriintiilerin elektronik ortamda ¢esitli formatlarda degerlendirildi ve printer

aracilig ile ¢iktisi alindi.

22.Isitic1 Bloklar: Techne marka ( Dri-Block , model : FDB 02DD, seri no: 155248
A,UK) ve Labnet (AccuBlok D1200, USA) marka cihazlar kullanildi. DNA ekstraksiyonu
sirasinda, reagentlerin uygun sicakliga getirilmesi ve bu sicakliklarda gereken beklemenin

yapilmasi amaciyla kullanildi.

23.Vorteks : IKA Lab Dancer marka vorteks DNA ekstraksiyon sirasinda ve PCR

reagentlerinin karistirilmasinda kullanildi.

24.0tomatik pipetler: 0.1-2.5 ul, 0.5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 ul, 20-200 ul, 10-1000
ul (Eppendorf )’ lik pipetler bakteriyoloji ve molekiiler ¢alismalart sirasinda kullanildi.

25.Hassas terazi: Sartorius AG (ED224S, Germany) marka terazi M.agalactiae

1zolasyonunda kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanildu.

26. Transport mediumlu svaplar: Cultiplast marka stuart besiyeri iceren svaplar
(katolog no: 101A20) mycoplasmalarin muhafazasi i¢in uyumlu svaplardir. Bu svaplar,

gbdzden ve burundan alinan 6rneklere stiriilerek kullanilmistir.

27. Steril siit tiipleri: Steril 15 ml’lik plastik santrifiij tiiplerine siit 6rnekleri alind1 ve

santrifiij yapildi.

28.Karbondioksitli Etiiv: ShelLab, 2300 CO; inkiibatér mikoplazmalarin

bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonunda kullanildu.
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29.Mikro Santrifiij: Beckman Coulter marka (Microfuge 18,California) ve Sigma
Edition 1-14ED marka. DNA ekstraksiyonunda ve PCR yapilirken reagentlerin santrifiij
edilmesi amaciyla kullanildi. Hettich universal 30RF marka santrifiij ise toplanan siit

orneklerinin santrifiijiinde kullanildi.

30.inkiibasyon Jan

31.Mikroaerofilik Ortam Zarfi (Oxoid CD0025)

32. Etiiv(37°C) (Niive EN 500)

33.Stereo Mikroskop (Olympus SZ2-1LST)

34.Binokuler Mikroskop (Olympus CH20BIMF200)

35.Su banyosu (Elektro-mag M2535-6)

36.pH metre (Merck)

37.Derin Dondurucu (Argelik yatay derin dondurucu)

38.Buzdolabi (Argelik Cift kapili No-frost)

39.0toklav (Niive OT 4060)

40.Steril tek kullanimhik pipet (1 ml, 2ml, 5ml, 10ml) ( LP Italiana SPA)

41.Steril pastor pipeti
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42. 0.20 pl’lik Membran Filtre (Sartorius- minisart)

43. 0.45 pl’lik Membran Filtre (Sartorius- minisart)

44. Viyal 9mm’lik

45. Laminar Flow Cabinet (Niive MN 120)

46. Cam petri kutular: (7 cm ¢apl)

47. Mikrodalga firin (Beko MD1510)
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YONTEM

A. Bakteriyolojik Inceleme

1. izolasyon Calismalar

[zolasyon amaciyla laboratuvara getirilen siit drnekleri, eklem sivilari, akciger
ornekleri, gz ve burun svaplarmin sivi besiyerinde 10™lik diliisyonlar1 hazirlanarak veya
direkt stirme seklinde ekim yontemleri uygulandi. Siit 6rnekleri 3000 rpm’de 15 dk
santrifiij edildikten sonra ekimleri yapildi (55).

1.1 Numunelerin Ekimi

Numunelerin ekimleri, Mycoplasma Protocols (55) kitabinda bildirildigi gibi

yapilmistir.

e Siit ve eklem s1vilariin sivi besiyerlerinde 10 katli diliisyonlar1 yapildi.

e Her bir 6rnekten Mycoplasma agara birka¢ damla yayild1 ve Mycoplasma s1vi
besiyerine inokulumun %10°u kadar gecildi.

e 0z ve burun svaplari direkt olarak agara ekildi ve PCR metodunda
kullanilmak tizere 30 dk. Mycoplasma buyyonda bekletildi.

e Lezyonlu akciger doku 6rneklerinin yiizeyi Mycoplasma agara direkt siiriildii.

e Inokule edilen siv1 besiyerleri ve agarlar 37 °C’de %5 CO>’li nemli ortamda
inkiibe edildi.

e 2-3 giin sonra s1v1 besiyerleri lireme belirtisi yoniinden giinliik olarak incelendi
ve agarda tipik koloni olusumu x 35°lik biiyiitme ile stereo mikroskopta
incelendi.

e 7 giin sonunda ilireme belirtisi gozlenmediginde inokulum siv1 besiyerinden
taze s1v1 besiyerine %10’u kadar tekrar pasajlart yapildi, bu sivi
besiyerlerinden 50ul agarlara yeniden yayildu.

e Bakteriyel kontaminasyon gozlendiginde (asir1 bulaniklik veya pH degisimi ile
renk degisikligi meydana geldiginde) 0,45 pm filtre ile kontamine s1v1

besiyerinden taze sivi besiyerine 1 ml pasajlandi.
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e 21 giin inkiibasyon sonunda mikoplazma kolonileri ya da tipik sahanda
yumurta goriiniimlii koloniler gézlenmezse sonuglar negatif olarak

degerlendirildi.

1.2 Pasajlama

Ekim yapilan besi yerinde lireme belirtisi varsa hemen pasaj1 yapildi. Agarlarda
tireme belirtisi varsa; stereomikroskop altinda kolonilerin yerleri belirlendi ve permanent
cam kalemi ile alttan isaretlendi, agar {izerinde isaretli kisimlar steril pastor pipeti veya
steril 6ze yardimiyla kesildi, agar blok yontemiyle yine Mycoplasma selektif agara pasaji
yapildi. Ayrica kesilen agar parcast Mycoplasma buyyona ekildi. Buyyonlarda yogun
bulaniklik olmadan dipte tortu ve yiizeyde film olusumu seklinde tireme oldugunda, yeni
bir Mycoplasma buyyona 10 oraninda ekim yapilarak, ayn1 buyyondan agara da 1-2
damla ekilerek kor pasajlart yapildi (16, 55).

1.3 Kolonilerin Klonlanmasi

Hayflick’s agarda saptanan Mycoplasma sp. siipheli kolonilerden segilen tek koloni
agar blok yontemi ile ¢ikarildi ve Mycoplasma selektif agara, agar blok ters ¢evrilerek
bastirild1 ve steril dze ile agarin iizerine siiriildii. Iki-ii¢ giin inkube edildikten sonra tek bir
koloni segilerek yine ayni islem tekrarlandi. Ugiincii inkubasyondan sonra secilen tek
koloniler incelendiginde orijinal morfolojisini koruyan koloniler Mycoplasma sp. olarak
degerlendirildi. Ik izole edilen kolonilerin, L-formu kontaminantlardan ayrilmasi
amaciyla, kanli agara pasajlar1 yapildi. Kanli agarda iireme oldugunda ve koloni sekli

oo

degistiginde, L formu kontaminant olarak degerlendirildi (16, 55).

2. identiﬁkasyon Cahismalar:

Mycoplasma sp. siipheli izolatlar1 Acholeplasmalardan ayirmak igin digitonin
sensitivitesine, Ureaplasmalardan ayirmak igin iireaz aktivitesine bakildi. Ug kez
klonlanarak saf kiiltiirii hazirlanan Mycoplasma sp. izolatlarinin tiir identifikasyonu igin;
glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, tetrazolium rediiksiyon testleri
ve film ve spot olusumu gibi biyokimyasal testler ve ayrica tireme inhibisyon testi

uygulandi (2).
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Digitonin Sensitivitesi

Steril filtre disklere 25 pl miktarinda digitonin soliisyonu emdirildi. 37°C de 6 saat
kurutuldu ve +4 C’de saklandi.

1-Pleytler kullanilmadan 6nce 37°C’de 1 saat kurutuldu.
2-Test edilecek kiiltiiriin ve kontrol kiiltiirlinlin 10 kath diliisyonlar1 yapildi.

3-Mycoplasma Agar tizerine 200ul kiiltiir yayildi. Merkezine digitonin diski yerlestirildi ve
37 °C’de, nemli ortamda inkiibe edildi. 24 saat araliklarla stereomikroskopta kontrol

edildi.

Kontrol sonucunda sterole ihtiya¢ duyan mikoplazmalar 5-20 mm arasinda inhibisyon
zonu olusturdu. Thtiyag duymayanlar (acheloplasmalar) ise 0,5-3 mm inhibisyon zonu
olusturmaktadir (60).

Ure Hidrolizi

Bir lama agar blok ile kesilen Mycoplasma sp. kolonisi koyuldu ve {izerine hazirlanan
tire reaktifinden bir damla damlatildi. Kolonin rengi, amonyak ve manganez dioksitten

kaynakli olarak kahverengiye doniistiigiinde iireaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirildi

(60).
Glikoz Fermentasyonu

Test edilecek izolatin 24-48 saatlik saf kiiltiiriinden 200 pl miktarinda bir adet glikozlu
ve bir adet glikozsuz besi yerine ekimleri yapildi. Birer adet de ekim yapilmamis glikozlu
ve glikozsuz besi yeri de kontrol olarak kullanildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 24-
48 saat inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis glikozlu besi yerinde asidik reaksiyon
goriildiigiinde (rengin agik sartya donmesi) ve kontrol tiiplerinde degisiklik olusmadiginda

glikoz fermentasyonu pozitif olarak degerlendirildi (60).

Arjinin Hidrolizi
Test edilecek izolatin 2448 saatlik saf kiiltiiriinden 0,5 ml miktarinda bir adet arjininli
ve bir adet arjininsiz besi yerine ekimleri yapildi. Birer adet de ekim yapilmamus arjininli

ve arjininsiz besi yeri de kontrol olarak kullanildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 24—
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48 saat inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis arjininli besiyerinde pembe renk olusumu
goriildiigiinde ya da pH 7,0 dan 7,5 ve lizerine ¢iktiginda, kontrol tiiplerinde bir degisiklik

olusmadiginda arjinin hidrolizi pozitif olarak degerlendirildi (60).

Fosfataz Aktivitesi
Fosfataz testi i¢in hazirlanan agar plagi 2’ye boliindii. Test edilecek izolatin 24—48
saatlik saf kiiltlirlinden agar plaginin yarisina 0,1 ml miktarinda damlatma yontemi ile
ekim yapildi, plagin diger yarisi kontrol olarak bos birakildi. 37°C’de, nemli ortamda 3-5
giin inkubasyondan sonra 5 Normal Sodyum Hidroksitten birer damla kontrol ve iireme
olan kisma damlatildi. 1-2 dakika icerisinde kontrol kisminin rengi degismeyip, ireme

olan kisimda ag¢1k kirmizi renk olustugunda fosfataz pozitif olarak degerlendirildi (60).

Tetrazolium Rediiksiyonu
Test edilecek izolatin 2448 saatlik saf kiiltiiriinden 2 ayr1 tetrazolium agar plaklarina
0,2 ml miktarinda ekildi. Ekim yapilan pleytin biri aerobik digeri ise anaerobik kosullarda
37 °C’de, rutubetli ortamda 2 hafta inkube edildi. Stereomikroskopta pembe veya kirmizi

renk goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi (60).

Film ve Spot Olusumu
Ureme olan agarlarin iizerinde ya da siv1 kiiltiirlerin iist yiizeyinde olusan ince bir
tabaka (mum tabakas1 gibi) goriildiigiinde film olusumu olarak degerlendirildi.
Stereomikroskopta incelemede Agar i¢inde kolonilerin ortasinda goriilen koyu renkli siyah

noktaciklar spot olusumu olarak degerlendirildi (60).

Ureme Inhibisyon Testi

Ureme inhibisyon Test Prosediirii
Test edilecek izolatin 2448 saatlik saf kiiltiirinden 10%’¢ kadar 10 kath dilusyonlar

hazirland1. Test icin 10 ve 102 olmak iizere en az iki dilusyon kullanildi. Mycoplasma
selektif agar bulunan petri plaklarinin arka yiizline permanent kalem ile boydan boya ve
birbirine paralel olarak 2 ¢izgi ¢izildi. Her bir saf kiiltiir dilusyonundan 50 pl ¢izginin bir
kenarina birakildi, petri yaklasik 45° egilerek damlanin ¢izgi boyunca ilerlemesi
saglanarak diiz bir hat seklinde ekimi saglandi. Petri oda 1sisinda 15 dk bekletilip ekim

hattinin kurumasi saglandi. Steril bir pastor pipeti kullanarak ekim hattinin tam ortasindan
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6 mm ¢apl bir agar pargasi ¢ikarildi. Olusan ¢ukura 30—50 pl Mycoplasma agalactiae
antiserumu konuldu, oda 1s1sinda kurumasi beklendikten sonra petri ters ¢evirilerek
37°C’de, rutubetli ortamda inkube edildi. 2-3 giinliik siire sonunda ¢ukur etrafinda 2
mm’den daha fazla {ireme inhbisyon zonunun olusmasi pozitif olarak degerlendirildi.
M.agalactiae antiserumu ile negatif sonug veren drnekler biyokimyasal testler ile
degerlendirildikten sonra siiphelenilen mikoplazma tiirleri yoniinden farkli antiserumlar

test edildi (60).
B. Molekiiler Calismalar

1.DNA Konsantrasyonu ve Safligin Ol¢iimii: NanoDrop ND-1000 V3.3
Spektrofotometre (Nano Drop Technologies, Inc. Wilmington, USA) ile yapildi. Cihazin
calisma prosediirii geregi dnce Ol¢iim yapilacak niikleik asidin i¢inde bulundugu sivi ile
‘blank 6l¢tim’ yapilmasi gerekmektedir. Ekstrakte edilen M.agalactiae AIK susunun
DNA’sindan 1.5ul alinarak spektrofotometrenin 6l¢lim noktasina dikkatli bir sekilde
damlatild1 ve l¢iim yapildi. Olgiim noktas1 temiz ve kuru pegete ile silinerek anlatilan
islemler diger direk siitten ekstrakte edilen DNA’lar i¢in tekrar uygulandi ve dlgiimler

gerceklestirilidi.

2.DNA Ekstraksiyonu

Roche High Pure PCR Template Preparation kitinin kullanma kilavuzunda belirtilen
siv1 kiiltiir ve 6rneklerden DNA ekstraksiyon yontemi prosediirlerine gore M.agalactiae
AIK susunun ve Kklinik oOrneklerin DNA’s1 ekstrakte edildi. Kullanma kilavuzunda
belirtildigi gibi orneklerin 20-25 %C’de olmasi, 1sitic1 bloklarm énceden hazirlanmasi,
Inhibitor Removal Buffer ve Wash Buffer belirtilen sekilde ethanol ile karistirilmasi,
santrifiij islemlerinin 20-25 °C’de gerceklestirilmesi ve saklanan orneklere tekrar tekrar

dondurulup ¢o6zdiiriilme isleminin yapilmamasina 6zen gosterildi.

Roche High Pure PCR Template Preparation Kiti ile Direkt Klinik Ornelerin
DNA Ekstraksiyon Metodu
Klinik 6rneklerden eklem sivisi ve siit 6rnekleri direk ekstraksiyon metodunda
kullanildi. Ayrica akciger drnekleri, g6z ve burun svaplari mycoplasma buyyonda 1 saat
bekledikten sonra 6rnekler sivi besiyerinden ¢ikartildi ve bu sivi besiyeri DNA

ekstraksiyonunda kullanildi.
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1. 1 ml klinik 6rnek veya kiiltiir, steril 1.5 mI’lik mikro santrifiij tiiplerine alindi
ve 10 dakika 14.000 rpmde santrifiij edildi. Uzerinde kalan s1v1 (supernatant),
pelete degmeden ayrilarak atildi.

200 ul PBS ile siispanse edildi.

200 pl binding buffer ile karistirildi.

40 pl Proteinase K eklendi ve vortekslendi. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
100 pul isopropanol eklendi.

© o~ w D

Spin kolon agilip, mikro santrifiij tiipiindeki siv1 presipitat dahil olmak {izere,

agzina pipet ucu ya da sivi degdirmeden spin kolona aktarildi, kapag: kapatildi

ve 9500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarild1 ve kapagi dikkatlice acildi.

8. 500 pl inhibitor removal buffer koyuldu. Kapag: kapatilip 9500 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

9. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarild1 ve kapagi dikkatlice acildi.

10. Uzerine 500 ul wash buffer eklendi ve tekrar 9500 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

11. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tliptine aktarildi ve kapag1 dikkatlice acildu.

12. Uzerine tekrar 500 pl wash buffer eklendi ve 9500 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

13. Koleksiyon tiipleri bosaltilip kurutmak amaciyla 10 saniye 14000 rpm’de
santrifiyj edildi.

14. Spin kolonda bulunan filtreli tiipleri mikro santrifiij tiirlerine gecirdikten sonra
200 pl 70 %C>de bekletilen elution buffer ya da PCR grade eklendi.

15. 9500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra filtreli tiipleri dikkatli sekilde

cikartip atildi. 1.5 mI’lik mikro santrifiij tiiptinde biriken elution bufferdaki

DNA PCR reaksiyonunda template olarak kullanilmak iizere saklandi. Hemen

kullanildiysa +2 ~ +8 C’de daha sonraki analizlerde kullanildiysa -15 ~ -25

%C>de saklandi.

3. PCR Parametreleri
Orneklerin ve standart suslarin DNAlar1 ekstrakte edildikten sonra template olarak
PCR miksinde kullanildi.
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3.1 polC —PCR protokolii

Roche FastStart Tag DNA Polymerase, dNTPack miksi ve reagentler uygun oranlarda
karistirildi ve templateler eklendi. Final voliimii 25 ul olacak sekilde optimize edildi.
Negatif olarak kontrol M.putrefaciens ve deiyonize su, pozitif olarak Pendik Veteriner
Arastirma Enstitiisii Mikoplazma laboratuar1 Dr. Umit Ozdemir’nden sagladigimiz
M.agalactiae AIK susu’nun ekstrakte edilen DNA’lar1 kullanildi. M.agalactiae polC geni
PCR protokolii asagidaki gibi belirtilmistir (11) (Tablo-4):

dNTP miksin hazirlanmasi :100 mM dNTP setten 30 mM dATP, 30 mM dTTP, 15 mM
dGTP ve 15 mM dCTP hazirlandi. 200 pl final hacim i¢in; 60 pul dATP, 60 ul dTTP, 30 pl
dGTP ve 30 pl dCTP karigtirilip 20 pul PCR grade su eklendi.

PCR icerigi Hacim/1 Reaksiyon
H.0 175 pul
10X PCR Reaksiyon Buffer 25 pl
MgCl ; (25 mM) 1.5 ul
Primer 1 (10 pmol/ul) 1 ul
Primer 2(10 pmol/pl) 1 ul
dNTP 025 pul
Taq DNA polimeraz 025 ul
Template DNA 1 ul
Toplam 25 ul

Calisilacak olan 6rneklerin DNA sayisina ve 1 adet pozitif, 1 adet template
bulunmayan negatif ve 1 adet template bulunan negatif kontrollerine gore reaksiyon miksi
hazirlandi. Miks 24’er ul oraninda PCR mikrotiiplerine paylastirildi ve iizerine template,
negatif ve pozitif kontroller 1’er pl oraninda eklendi. Gradient Thermal cycler (Techne
TC-3000G, Bibby Scientific, UK ) PCR makinesine yerlestirildi. Reaksiyonda kullanilan
DNA amplifikasyon parametreleri asagidaki gibidir:
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94 °C’de 2 dakika

30 siklus 94 °C>de 30 saniye
49 °C’de 30 saniye
72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika
4°C’de
3.2 uvrC —PCR protokolii
Animal Health and Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, Ingiltere’de
Mikoplazma Grup Seflerinden Roger Ayling ile uyguladigmiz uvrC —PCR protokoliine
gore; Taq Gold DNA Polymerase, dNTPack miksi ve reagentler uygun oranlarda
karistirildi ve templateler eklendi. Final voliimii 25 ul olacak sekilde optimize edildi.
Negatif olarak kontrol deiyonize su, pozitif olarak Pendik Veteriner Arastirma
Enstitlisii’nden sagladigimiz M.agalactiae AIK susu’nun ekstrakte edilen DNA’lar1
kullanild1. M.agalactiae uvrC geni PCR protokolii asagidaki gibi belirtilmistir (9) (Tablo-
4):

PCR icerigi Hacim/1 Reaksiyon
H,0 15.375 ul
5X Go Taq Green Buffer 5 ul
MgCl 2 (25 mM) 15 ul
dNTP (her biri 10 mM) 1 ul
Primer 1 (25 pmol/ul) 0.5 pl
Primer 2 (25 pmol/ul) 0.5 pl
AmpliTaq Gold DNA polimeraz ~ 0.125 pul
Template DNA 1 ul
Toplam 25 ul

Calisilacak olan 6rneklerin DNA sayisina ve 1 adet pozitif , 1 adet template
bulunmayan negatif ve 1 adet template bulunan negatif kontrollerine gore reaksiyon miksi

hazirlandi. Miks 24’er pl oraninda PCR mikro tiiplerine paylastirildi ve iizerine template
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,negatif ve pozitif kontroller 1’er ul oraninda eklendi. Gradient Thermal cycler PCR
makinesine yerlestirildi.

Reaksiyonda kullanilan DNA amplifikasyon parametreleri asagidaki gibidir:

95 °C’de 5 dakika

33 siklus 94 °C’de 30 saniye
60 °C’de 30 saniye
72°C’de 90 saniye

72 °C’de 7 dakika
4°C°de

3.3 Agaroz Jel Hazirlanmasi ve Dokiilmesi

PolC PCR ve uvrC PCR protokollerinde %2 agaroz jel kullanilmaktadir. 120 ml
1XTAE buffer icine hassas terazide tartilan 2.4 gr agaroz karistirildi ve bir erlen mayer
icinde mikrodalga firinda yiiksek ayarda c¢oziinmesi saglandi. Araliklarla erlen
mikrodalgadan ¢ikarilip calkalandi. Agaroz tamamen eriyene kadar calkalayarak isitildi.
Elektroforez tepsisinin catlamamasi icin c¢ozelti muslukta biraz sogutuldu (650C).
Horizontal elektroforez tankina ait 20 gozlii ve 12 gozli iki tarak (jel iletanka
yerlestirildikten sonra agaroz jel, tank tepsisine dokiildii. 15 dakika sonra jel polimerize
olduktan sonra taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildi. Elektroforez tanki, jeli ve elektrodlar
kapatacak sekilde 1XTAE buffer ile dolduruldu.

3.4 Amplifikasyonu yapilan DNA’larin agaroz jele yiiklenmesi

Calisilacak olan amplifiye DNA’lar, buzlu racklarda elektroforez tankinin bulundugu
odaya getirildi ve parafilm iizerinde belli oranlarda loading dye ile boyandi. 10 ul
amplifiye DNA ile 4 ul 1x loading dye (Thermo Scientific) ile karistirilarak jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Ik kuyucuga Gene Ruler 100bp DNA ladder ve sonra pozitif ve
negatif kontroller kuyucuklara yiiklendi.

3.5 Amplifikasyonu yapilan DNA’larin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve
Goriintiillenmesi

PolC PCR protokoliine gore, elektroforez tankina bagli olan gii¢ kaynag cihazi, 110
volt, 400mA ve 60 dakika siire ile ayarlandi. Siire sonunda tanktan dikkatlice ¢ikartilan
agaroz jel, etidyum bromdir ile 15 dk stire ile 151k almayan bir odada boyandi. Daha sonra
karanlik bir odada UV transilluminatdr ile DNA bantlarinin goriintiilenmesi saglandi.
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Kontrolii yapilan agaroz jelin Vilber Lourmat Quantum 1100 marka Jel Gorilintiileme ve
Dokiimantasyon Sistemi ile beyaz 151k ve UV 15181 altinda DNA’larin goriintiilenmesi
sagland1 ve kayitlar1 alindi. UvrC PCR protokoliine gore, elektroforez tankina bagl giic
kaynagi cihazi, 100 volt , 400mA ve 60 dakika siire ile ayarlandi. Siire sonunda tanktan
dikkatlice ¢ikartilan agaroz jel goriintiileme sisteminde degerlendirildi.

3.6 E-Gel Agaroz Jel Elektroforez Sistemi: % 2 agaroz jel igeren hazir kasetler ile,
jel hazirlanmasina zaman harcamadan kisa siirede elektroforez asamasina gegildi.
DNA’lar, 100 voltda 60 dakika siire ile yiiriitiildii. UvrC geni PCR optimizasyon

denemelerinde az 6rneklerle galisildiginda bu sistem kullanildi (Sekil-1).

Sekil-1 %2’lik E-Gel Agaroz Jel Elektroforezi -M.agalactiae- uvrC -PCR (1624 bp).
1, Ladder marker. 2, 3, 4, 6: Ma-pozitif. 7,8, 9, 10 : Ma-negatif.
11 : M.agalactiae pozitif kontrol (NCTC 10123). 12: Pcr grade su.
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BULGULAR

Klinik Bulgular

Hayvanlarda mikoplazma mastitisleri kontagiy6z (bulasici) karakterde oldugu i¢in
entansif yetistiriciligin fazla oldugu bolgelerde mastitis vakalarina yaygin olarak
rastlanilmis ve ekstansif yetistiriciligin yaygin oldugu bolgelerde ise bireysel mastitis
vakalar seklinde gozlendi. Subklinik ve klinik mastitis olgusu gézlenen koyun ve
kegilerde, laktasyon doneminde siit kesilmesi gibi tipik karakterli semptomlarla
karsilasildi. Mastitis olgulari1 yaninda artritis ya da keratokonjunktivitis olgularina da
rastlandi. Koyun ve kecilerde kronik mastitisde mikoplazmalarin sagilimi1 devam ettiginden
dolay1 klinik belirti gostermeyen siit 6rnekleri de toplandi. Klinik vakalarda memelerin
sisligi ve boyutunda artis gozlendi. Siitiin gériiniimiinde ise sar1, yesil fibrinli bir kisimla,
bekletildiginde olusan ¢okelti ve bulutlu bir goriiniim dikkati ¢ekti. Gézlerinde 6dem
nedeniyle beyazimsi kornea (opasite) ve kornea-sklera birlesme yerinde hiperemi izlenen
hayvanlarda keratokonjunktivitis tipi yang1 gozlendi (Sekil-2). Artritisten kaynakli
topallama meydana gelen hayvanlarin eklemlerinde sinoviyal siv1 artigi nedeniyle eklem
kapsiiliinde genisleme ve bulutlu sinoviyal igerik makroskobik olarak gozlendi (Sekil-3).
Laboratuvarimiza getirilen akciger 6rneklerin de ise etkilenen akciger loblarinda mermer

manzarasi goriiniimiinde konsolidasyon sahalar1 ve nekroz alanlar1 goriildii.

Sekil-2 Keratokonjunktivitis olgusu Sekil-3 Artritis olgusu
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Bakteriyolojik Bulgular

e TIzolasyon Calismalar

Toplanan 339 6rnegin 29 adedinde ilk izolasyonda mikoplazma siipheli koloniler
goriildii. ilk izolasyonda iireme belirtisi gézlemlenmeyen ve 3 kez kor pasaji yapilan besi
yerlerinin hi¢birinde mikoplazma siipheli koloniler saptanamadi. Mikoplazma siipheli 29
ornegin 3 kez klonlanmasindan ve kanli agara pasajindan sonra tipik sahanda yumurta
goriintimiinii koruyan 29 (%8.5) 6rnek Mycoplasma sp. olarak degerlendirildi (Tablo-5).

Yirmidokuz adet Mycoplasma sp. izolatinin 18’1 siit 6rneklerinden (% 62,06 ), 4 ‘i
g6z svaplarindan (%13,79), 3’1 burun svaplarindan (%10,34), 2’si eklem sivilarindan
(%6,89) ve 2’si akciger drneklerinden (%6,89) izole edildi.

Yirmidokuz 6rnegin stereomikroskoptaki (x40) koloni morfolojilerinin tipik sahanda
yumurta goriiniimiinde ortas1 diigmeli, kenarlar1 yuvarlak ve kii¢lik olduklart goriildii

(Sekil -4).

Sekil —4 Mycoplasma agalactiae’nin stereomikroskobik goriiniimii
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Tablo-5 Marmara bolgesindeki koyun ve kecilerden toplanan numunelerin il ve il¢elere gore dagilhim
ve bakteriyolojik bulgulari

. ] ) Mycoplasma sp.- Klinik belirtiler
Ilige / IL Isletme/Siirii Numune Tiirii pozitif 6rneklerin
ve Sayisi sayisi® (%)°

Yenisehir/BURSA 16 Siit 6rnegi 11 (%68) BA’nin tiim belirtileri
1 adet kegi isletmesi

4 Eklem s1visi 2 (%50)

Karacabey/BURSA 1 adet kegi siiriisii 12 Siit 6rnegi - *

18 Goz svabi 1 (%5.5) 4 adet kegi siirlisiinde
Susurluk-Séve- 4 adet kegi siiriisii mastitis,
Manyas/ keratokonjunktivitis ve
BALIKESIR 3 Burun svab1 1 (%33) meme dokusu lezyonlart

1 adet koyun siiriisii
Koyunlarda respiratorik
14 Siit 6rnegi - problemler (hiriltili ve gii¢
solunum, oksiiriik)




Kegilerde topallama ve

1 adet kegi siirtisi 4 Siit 6rnegi - oksiiriik
Can-Yenice-Biga/

3 adet koyun siiriisii - Koyun siiriilerinde goz
CANAKKALE ve 17 Goz svabi akintis1 ve opasite, eklem

sislikleri ve abort bulgulari
1 adet koyun igletmesi

Lalapasa/EDIRNE 1 adet koyun siiriisii 10 Siit 6rnegi -

15 Goz svabi -

Toplam 22 339 29 (% 8.5)

2 Bakteriyolojik incelemede Mycoplasma sp. olarak identifiye edilen érnekler
® pozitif kiiltiirlerin yiizdesi
*Bu igletmelerde gegmiste Bulagic1 Agalaksi semptomlar1 gozlenmistir.

o Identifikasyon Calismalar

Digitonin Sensitivitesi
Mycoplasma agarda yapilan digitonin duyarlilik testinde, izole edilen tiim suslarin

digitonin diski etrafinda 5 mm’den biiyiik zon olusturdugu ve digitonine duyarli olduklar
saptandi (Sekil-5).

Sekil-5 Digitonin Sensitivitesi

55



Ure Hidrolizi
Mycoplasma sp. izole edilen tiim suslarin kolonilerine damlatilan {ire reaktifi

sonucunda hi¢bir renk degisimi gdzlenmedi ve negatif olarak degerlendirildi.

Glikoz Fermentasyonu
Izole edilen 27 susda glikozlu PPLO buyyonun renginde degisiklik
goriilmediginden glikoz fermentasyonu negatif olarak degerlendirildi. Ancak 2 sus,

buyyonun rengini agik sartya dondiirdiigii goriildii ve glikoz fermentasyonu pozitif olarak
kabul edildi.

Arjinin Hidrolizi
Izole edilen suslarin 27’sinde arjininli besiyerinin rengini degistirmedigi icin arjinin
hidrolizi yoniinden negatif olarak degerlendirildi. Ancak 2 susda arjininli besiyerinde

pembe renk olusumu goézlendi ve pozitif olarak degerlendirildi.

Fosfataz Aktivitesi

Izole edilen suslarmn fosfataz testi besiyerindeki kolonilerinin {izerine 1 damla 5
Normal Sodyum Hidroksit damlatildiktan sonra, 25 6rnekte 1-2 dakika i¢inde kirmizi renk
olusumu gozlendi ve fosfataz pozitif olarak degerlendirildi. 4 adet Mycoplasma sp.

susunda ise 1-2 dakika igerisinde renk olusumu gozlenmedi (Sekil-6).

Sekil-6 Fosfataz Aktivitesi.

5 N NaOH damlatilmis kisim 1-2 dk i¢inde kirmizi renk vermektedir.
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Tetrazolium Rediiksiyonu:

Izole edilen 27 susda hem aerobik hem de anerobik inkubasyon sonunda
tetrazolium besiyerinde iireme olan bdlgelerde pembe veya kirmizi renk goriildiigiinden
tetrozolium rediiksiyonu pozitif olarak degerlendirildi. izole edilen 2 susda ise aerobik
inkubasyonda negatif ancak anaerobik inkiibasyonda pozitif olarak degerlendirildir (Sekil-
7).

Sekil -7 Solda Aerobik inkubasyon sonrasi Tetrazolium Rediiksiyonu negatif. Sagda
anaerobik inkubasyon sonrasi Tetrazolium Rediiksiyonu pozitif.

Film ve spot Olusumu

Izole edilen 29 adet Mycoplasma sp. susunun 25’inde 1 haftalik inkubasyondan sonra
stv1 besiyerinde film, kat1 besiyerinde spot olusumu gozlendi. Ancak diger 4 susda ise film
ve spot olusumu gozlenmedi ayn1 zamanda M.agalactiae AIK susunda da film olusumu

saptanmadi.

Ureme inhibisyon Testi
Ureme inhibisyon testinde her izolat i¢in yapilan 10" den 10™’¢ kadar 3 farkli
dilusyonda iireme inhibisyon zonunun en iyi belirlendigi dilusyon 10 olarak tespit edildi.

Izole edilen mikoplazma suslarindan 25’inde M. agalactiae antiserumu ile yapilan iireme
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inhibisyon testinde 2 mm’den fazla iireme inhibisyon zonu olustugu goriildii. Diger 4 susda
Ma, Mmc, Mcc ve Mp antiserumlart ile inhibisyon zonlar1 olugmadi.

Biyokimyasal testler (Tablo-6) ve tireme inhibisyon testleri sonucunda 25 izolat
M.agalactiae olarak identifiye edildi. Sadece biyokimyasal test sonuglarina gore 2 izolat

M.ovipneumoniae ve 2 izolat M.arginini olarak identifiye edildi (Tablo-6).

Tablo-6 izole edilen Mikoplazma suslarinin biyokimyasal 6zellikleri

izole Edilen Glikoz Arjinin Fosfataz Tetrazolium Film/Spot
Suslar (N) Fermentasyonu | Hidrolizi | Aktivitesi | Rediiksiyonu | Olusumu
(aero/anaero)
M.agalactiae (25) - - + +/+ degisken
M.ovipneumoniae(2) | + - - +/+
M.arginini (2) - + - -+
PCR Sonuclari

234 ornege uygulanan M.agalactiae uvrC geni PCR sonuglarina gére %9.4 oraninda
pozitif bulunurken , polC geni ile uygulanan PCR sonuglarinda ise %13.24 oraninda pozitif
bulundu. PCR sonuglart ile bakteriyolojik incelemeler karsilastirildiginda %10.68
oraninda M.agalactiae identifiye edildi. Ayni1 zamanda 7 kegi siitiinde ve 2 g6z svabinda
bakteriyolojik inceleme ve uvrC- PCR sonucunda Ma negatif bulunurken, polC -PCR
sonucunda bu 6rnekler pozitif bulundu.

234 6rnegin uvrC-PCR sonuglarina gore, siit 6rneklerinin %15.74 orani ile, eklem sivi
orneklerinin %6.66 orani ile ve akciger 6rneklerinin %25 orani ile pozitif bulundu (Tablo-
7).

PolC -PCR sonuglarina gore, siit Orneklerinin %22.04 orami ile, eklem sivi
orneklerinin  %6.66 orami ile, gbéz svabi1 Orneklerinin %1.20 orami ile ve akciger

orneklerinin %25 orani ile pozitif bulundu (Tablo-7) (Sekil-8).
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Tablo -7 Toplanan érneklerden elde edilen M.agalactiae-Bakteriyolojik ve PCR sonug¢lar:

M.agalactiae M.agalactiae uvrC-  M.agalactiae polC -
Numune Numunelerin ~ Bakteriyolojik- PCR pozitif PCR pozitif
Tiirii Sayisi pozitif orneklerin orneklerin sayisi (%0)
orneklerin sayisi sayisi (%0)

234 25(%10.68) 22 (%9.4) 31 (%13.24)
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Sekil-8 Agaroz jel elektroforezinde (%2) M.agalactiae- polC-PCR

Ust siradan L: Ladder (marker), 1.kuyucuk: M.agalactiae pozitif kontrol (AIK susu,
Pendik), 2. Kuyucuk: negatif kontrol- M.putrefaciens (NCTC 10155) susu ile, 3. kuyucuk:
negatif kontrol template (Pcr grade su), 4-19 arasi kuyucuklar: Ma pozitif. Alt siradan; L:
Ladder (marker), 1-10 aras1 kuyucuklar; Ma pozitif.
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TARTISMA ve SONUC

Bulasic1 Agalaksi, diinyada yaygin olarak bulunmakta ve bir ¢ok iilkeden rapor
edilmekle birlikte baglica Akdeniz bolgesinde varlig1 bilinmektedir (2). Bulasict Agalaksi,
koyun ve kegilerde siit iiretiminde azalmaya, geng hayvanlarda 6liime, gebelerde
abortuslara neden olarak 6nemli ekonomik kayiplar meydana getirmektedir (19, 37) .
Kinde ve arkadaslarmin (119) yaptiklar bir ¢alismada, Kaliforniya’da bulunan 600 baslik
bir keci isletmesinde hijyenik 6nlemlerin zayiflatilmasi ve siiriiye higbir klinik belirti
gostermeyen yeni kecilerin alinmasi ile 4 hafta icerisinde artiritis/poliartritis ve siddetli
mastitis sikayetlerinin ortaya ¢iktigini ve sonrasinda ani 6liimlerin sekillendigini
belirtmislerdir. Bu klinik belirtiler {izerine yapilan bakteriyolojik ve patolojik bulgular
sonucunda M.agalactiae ve Mmc identifiye etmislerdir. Calismamizda ise hasta
sahiplerinin sikayetleri lizerine gecmiste Bulasict Agalaksi semptomlari gostermis ya da
gdstermeye devam eden koyun ve kegilerden 6rnekler toplanmustir. Ozellikle kegi
stiriilerinde gozlenen keratokonjunktivitis, artritis ve klinik mastitis belirtileri tasiyan
hayvanlardan toplanan 6rneklerin bakteriyolojik incelemeleri sonucunda M.agalactiae
identifiye edilmistir. Ancak diger bir keg¢i isletmesinde ise higbir semptom gdstermeyen
hayvanlardan toplanan siit 6rneklerinde M.agalactiae izolasyonu ger¢eklesmistir. Bu
isletme, ge¢miste kegilerde meydana gelen keratokonjunktivitis, gézlerde opasite ve klinik
mastitis belirtileri ile sikayet¢i olmus ve yogun antibiyotik tedavisi ile sadece klinik

belirtileri ortadan kaldirmustir.

Bulasic1 Agalaksi, Akdeniz iilkeleri, Asya ve Afrika’da endemik, Amerika’da sporadik
olarak seyretmekte iilkemizde ise endemilerle kendini gdstermektedir. Abtin ve arkadaglar
(120), iran’da Bulasic1 Agalaksi semptomlar1 gdsteren hayvanlardan topladiklari 6rnekleri
bakteriyolojik ve PCR metodlari ile incelemis ve sonucunda 102 6rnegin 19 (%32.2)’unda
M. agalactiae identifiye etmislerdir. De La Fe ve arkadaslar1 (121) ise, Ispanya’da siit,
eklem ve kulak svabi 6rnekleri topladiklar: 28 adet kegi siiriisiiniin %40°1inda M. agalactiae
saptamiglardir. Ozdemir ve arkadaslarinin (7) yaptiklar1 calismada, Bulasici Agalaksi’den
stipheli 22 adet koyun ve kegi siiriisiinden toplam 144 6rnek alinmis ve 68 6rnekte
mikoplazma etkenlerini bakteriyolojik yontemlerle izole etmislerdir. Izole edilen tiirlerin
53 (% 78)’1 Ma, 6 (%9)’s1t Mmc, 5 (%7)’1 Mcc ve 4 (%6)’ i MmmLC olarak identifiye
edilmistir. Koyunlardan izole edilen tiirlerin hepsi Ma, kecilerden izole edilen tiirler Ma,

Mmc, Mcc ve Mmm LC olarak identifiye edilmistir. Koyunlarda Ma izolasyon oran1 %
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100 olurken kegilerde Ma %60, Mmc %16, Mcc % 13 ve MmmLC %11 bulunmustur ve
cografik olarak, Marmara bolgesinde hastaligin Ege ve Akdeniz bolgelerine gére daha
yogun oldugu gozlenmistir. Bu caligsmada ise Marmara bolgesindeki ¢esitli illerden
toplanan 339 6rnekten 25 (%7.37) M. agalactiae, 2 (%0.58) M. ovipneumoniae ve 2
(%0.58) M. arginini izole edilmistir. Buna gére Marmara Bolgesindeki koyun ve kegilerde
Bulasic1 Agalaksi hastaligina neden olan mikoplazma tiirii olarak Mycoplasma agalactiae
belirlenmis, Bulasic1 Agalaksi’nin diger etkenleri olan Mmc, Mcc ve Mp tiirlerine
rastlanmamistir. Koyun ve kegilerde yapilan caligmalarda Bulasici Agalaksi Hastaligina
neden olan mikoplazma tiirleri diginda, M. ovipneumoniae ve M. arginini tiirleri de dikkat
¢cekmektedir (122-125). Tiirkiye’de Bulasic1 Agalaksi hastaligina yonelik spesifik ¢aligma
say1s1 ¢ok az olmakla birlikte mevcut ¢aligsmalar ile karsilastirildiginda ¢alismamizdaki
etken izolasyon oraninin diisiik oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni 6rnekleme zamani
veya siiriilerde uygulanan tedaviler olabilir. Nitekim siirii sahiplerinden siiriilerde
uygulanan antibiyotik tedavileri ile ilgili net yanitlar almamamustir. Ozellikle subklinik
mastitislerde ya da kroniklesen vakalarda mikoplazma sacilimi devam etmekte ve hizli bir
sekilde tiim siiriiyii etkileyerek bulagmaktadir. Dolayisiyla Bulasici Agalaksi
semptomlarinin goézlendigi ya da gézlenmedigi durumlarda dahi hayvanlardan siitten
orneklemeler yapilmali ve bakteriyolojik ve molekiiler analizler i¢in laboratuvara
gonderilmelidir.

Mikoplazma kolonilerinin identifikasyonunda biyokimyasal testlerden
yararlanilmaktadir. Cins diizeyinde Acheloplasma’lardan digitonin duyarliligi ve
Ureaplasma’lardan iireaz testleriyle ayrilirlar. Mikoplazmalarm identifikasyonunda
serolojik yontemler haricinde glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve
tetrazolium rediiksiyonu gibi biyokimyasal testlerden yararlanilir (14, 16, 59, 60). Bu
calismada izole edilen mikoplazma suslar1 digitonin duyarliligi, glikoz fermentasyonu,
arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, tetrazolium reduksiyonu, film ve spot olusumu
Ozellikleri yoniinden incelenmis. Tiim Mycoplasma sp. izolatlarinin digitonine duyarlilig
oldugu ve tireaz aktivitesi testinin negatif oldugu belirlenmistir. M.agalactiae izolatlarinin
hepsinin glikoz ve arjinin testlerine negatif, fosfataz ve tetrazolium testlerine pozitif yanit
verdigi ancak film ve spot olusumunda degiskenlik saptanmistir. Calismalarimiz
sonucunda M.agalactiae’nin identifikasyonunda belirtilen biyokimyasal 6zellikleri ile
benzerlik gostermektedir (16, 34).
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Mikoplazmalar komplemente gereksinim duymadan antiserumla inhibe olabilirler,
spesifik olan bu reaksiyonlar identifikasyonlarinda basarili sonuglar alinmaktadir.
Biyokimyasal testlerin yani sira tiir spesifik identifikasyon i¢in hiperimmun tavsan
serumlar1 kullanilarak {ireme inhibisyon, film inhibisyon, floresan antikor ve metabolik
inhibisyon testleri M.agalactiae identifikasyonunda kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmada ise
lireme inhibisyon testinden yararlanilmis ve bu testte antiserum emdirilmis filtre kagitlar
kullanilmustir (126). Filtre kagidi ile yapilan test daha ekonomik olurken agar ¢ukur
yonteminde antiserum miktar1 daha standart olarak kullanilabilmektedir. Yaptigimiz
caligsmada, lireme inhibisyon testi i¢in antiserum emdirilmis filtre kagitlar uygulanmis ve
izole edilen 25 adet mikoplazma susunun M.agalactiae oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’de en giincel koyun ve keci mikoplazmalari {izerine arastirmalar1 Cetinkaya
ve arkadaslar1 (127) , 6ncelikle Kecilerin Bulasic1 PI6ropndmonisi hastaliginin etkeni olan
Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae ‘nin Tiirkiye’deki yaygimligi iizerine
yapmistir. Ayni aragtiricilar daha sonra mikoplazma asi stratejileri gelistirmek amaciyla
Bulasic1 Agalaksi hastalik etkenlerinin Dogu Anadolu bélgesindeki illerde yayginligini
aragtirmiglardir. Siit 6rneklerinin bakteriyolojik ve Ma spesifik PCR ile incelenmesi
neticesinde %81.7’sinde M. agalactiae saptamislardir (8). Bu oran, Bulasic1 Agalaksi
hastaliginin Dogu Anadolu Bolgesi’de diger bolgelere gore daha endemik oldugunu
gostermektedir. Hastaligin yayginligi, koyun ve kegi siiriilerinin entansif ve ekstansif
yetistiricilige gore degismekte ve dnemli rol oynamaktadir.

Serolojik teshislerde ise, ELISA testleri nispeten ekonomik ve hizli alternatiflerdir.
Ancak mikoplazmalar arasinda kros reaksiyonlar vermesi, spesifitelerini sinirlar ve kronik
olarak infekte olan tagiyicilar1 identifiye etmek icin yeterli olmamaktadir (73). Kontagiy6z
Agalaksi hastaligina neden olan Mycoplasma agalactiae etkeninin bakteriyolojik ve
serolojik yontemlerle izolasyon ve identifikasyonu zaman alic1 prosediirler oldugu igin
daha hizli teshis ve identifikasyon araci olan molekiiler metotlara bagvurulmaktadir.
Ozellikle mikoplazmalarn kiiltiirde nazl1 ve yavas iiremeleri, serolojik teshislerde en erken
infeksiyondan 10-14 giin sonra sonug vermesi, kronik vakalarda yetersiz sensitivite ile
karsilagilmasi ve yanlis pozitiflikleri meydana gelmesi, immunosupresyon ve antibiyotik
tedavileri geleneksel diyagnostik mikrobiyolojik analizlerinde 6nemli sorunlari ortaya

cikartmaktadir.

Mikoplazmalarin hizli teshisi ve identifikasyonu i¢in PCR tabanli teshis analizleri

gelistirilmis olup, amplifikasyon analizlerinde hedef gen, hem korunan hem de degisken
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sekanslart iceren 16 S rRNA (rrs) genleri olmustur (77) . PCR ile yakin tiirler arasinda ya
da alt tipler arasinda ayrim yapilabilir ve direkt klinik 6rneklerden hizli teshis miimkiin
olmaktadir. PCR metodunda 6rneklerin kiiltiirlerinden ya da direkt klinik 6rnekten DNA
ektraksiyonlari yapilabilir. Tola ve arkadaslar1 (12) direkt koyun siitlerinden guanidium
thiocyanate (128) ekstraksiyon metodunu uygulamis ve 357 6rnekten 153’{inde
M.agalactiae -PCR pozitif bulmustur. Direkt ekstraksiyon yontemi kullanilan diger bir
caligmada 58 koyun ve kegi siit orneginde %81,7 orani ile M.agalactiae identifiye
edilmistir ve kiiltiir sonuglar ile karsilagtirildiginda direkt PCR yonteminin sensitivitesinin
%98,3 ve spesifitesinin ise %98,8 oldugu belirlenmistir (8). Calismamizda ise direkt
orneklerden uygulanan ekstraksiyon metodu sonucunda elde edilen PCR pozitiflik orani
(polC-PCR, %13.24 ve uvrC-PCR, %9.4) diger ¢alismalara gore daha diisiiktiir. Ancak
calismamizda elde edilen kiiltiir sonuglari (%10.68) ile polC -PCR sonuglari
karsilastirildiginda, M. agalactiae pozitiflik oraninin (%13.24) yiiksek oldugu gézlenmis
ve yapilan ¢alismalarla(8,10)buyumlu bulunmustur. Siitte bulunan inhibitér maddeler
nedeniyle uygulanan farkli ekstraksiyon metodlar1 var oldugu gibi kiiltiirden yapilan
ekstraksiyon metotlar1 daha fazla tercih edilmektedir. Ancak ticari ekstraksiyon kitleri
icerisinde inhibitér maddeleri uzaklagtirmak amaciyla tampon maddeler bulundugu i¢in
uyguladigimiz ekstraksiyon metodunda da olumlu sonuglar alinabildi.

M.agalactiae’nin molekiiler teshisinde kullanilan farkli hedef gen bolgelerini baz alan
spesifik primerler ile standart PCR metotlar1 uygulanmistir (9-12). Subramaniam ve
arkadaglar1 (9); M.bovis ve M.agalactiae tip suslarindan uvrC genini klonlayarak PCR
primer giftleri tasarlamig ve 1.6 kblik fragmentinden amplifiye edilen bu primerler ile PCR
ve Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) analizlerini uygulamislardir.
OIE’nin Bulasic1 Agalaksi hastalig1 igin belirttigi molekiiler teshis metodunda uvrC geni
spesifik primerleri ile yapilan PCR protokoliinii bu ¢alismamizda uyguladik. Ayni
zamanda, M.agalactiae- polC genine ait spesifik primerler ile 6rnekler tekrar ¢alisildi ve
spesifite ve sensitivite oranlari karsilastirildi. Marenda ve arkadaglarinin da (11) belirttigi
gibi polC geni ile uygulanan PCR’1n uvrC geni ile uygulanan PCR’a gore bazi avantaj ve
sonuglarini elde ettik. Tiim 6rneklere uygulanan polC-PCR’da amplifikasyon
parametrelerinde degisiklik yapilmazken uvrC -PCR’da farkli annealing sicakliklari
denenerek optimizasyon sorunu ile karsilasildi. Marende ve arkadaglarinin (11) yaptiklari
calisma ile uvrC-PCR amplifikasyonunda annealing sicakliklarindaki farkliliklarin yaninda
her iki metotta da M.agalactiae ve M.bovis suslar1 arasindaki filogenetik yakinliga ragmen

ayni duyarliklikta deteksiyonlarini saglayabilmislerdir. Fakat standart sartlar altindaki
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laboratuvarlar arasinda uygulanan uvrC-PCR metodunun sonuglart uyumluluk
gostermezken, polC-PCR metodunun sonuglari agik ve kesin sekilde uyumluluk
gostermistir. Bu iki gen bolgesini baz alan diger bir PCR ¢alismasinda ise 4 adet
M.agalactiae izolati, uvrC primerleri ile negatif sonug vermis ve polC ile pozitif sonuglar
elde edilmistir. Dolayisiyla iki gen bolgesininin deteksiyon oranlarinda farkliliklar
yagsanmig ve uyumsuzluklar elde edilmistir (13).

Yaptigimiz ¢alismada 234 6rnege uygulanan M.agalactiae uvrC -PCR sonucunda
%29.4 oraninda M. agalactiae pozitif tespit edilirken, polC geni ile yapilan PCR sonucunda
%13.24 oraninda M.agalactiae pozitif bulunmustur. PolC -PCR ile M.agalactiae’nin
deteksiyon orani uvrC-PCR’a gore daha fazla oldugu gézlenmistir. Bu uyumsuzluga sebep
olan diger bir neden ise; uvrC-PCR’da amplifiye edilen gen bolgesi molekiil agirliginin
1624 bp olmasidir dolayisiyla DNA bant boyutunun yiiksek olmasi deteksiyon oraninin
diisiik olmasina neden oldugu diistiniilmektedir. Bu biiytikliikteki bir gen bolgesinin
amplifikasyonu ve elektroforez agsamalarinin ¢ok dikkatli sekilde yapilmasi ve PCR
optimizasyonunun uygun kosullarda gergeklesmesi gerekmektedir. PCR sonuclari ile
bakteriyolojik incelemeler karsilagtirildiginda ise %10.68 oraninda M.agalactiae identifiye
edildi. PCR ile bakteriyolojik sonuglar karsilastirildiginda 7 kegi siitiinde ve 2 g6z
svabinda bakteriyolojik incelemeler ve/veya uvrC- PCR sonucunda Ma negatif
bulunurken, polC -PCR sonucunda bu 6rnekler pozitif bulundu.

Uygulanan uvrC-PCR sonuglarina gore, siit 6rneklerinin %15.74 orani ile, eklem sivi
orneklerinin %6.66 orani ile ve akciger orneklerinin %25 orani ile pozitif bulundu (Tablo-
7). PolC -PCR sonuglarina gore, siit drneklerinin %22.04 orani ile, eklem sivi 6rneklerinin
%6.66 orani ile, goz svab1 drneklerinin %1.20 orani ile ve akciger 6rneklerinin %25 orani
ile pozitif bulundu (Tablo-7). Bu PCR sonuglarinin karsilagtirmalar1 dogrultusunda; uvrC,
polC gibi housekeeping genlerin ileri teshis metotlarinda birlikte kullanilmasi ve molekiiler
metotlarla gelistirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmistir.

Yaptigimiz ¢caligmada, M.agalactiae yoniinden bakteriyolojik incelemeler ve PCR
sonuglarinda elde edilen izolasyon ve identifikasyon oranlari diger ¢alismalar (8,10) ile
karsilastirildiginda, daha diisiik bulunmustur. Bakteriyolojik incelemelerde bu oranin
diisiik olmasinin nedenleri arasinda; koyun ve kegci siiriilerinde antibiyotik kullaniminin
yaygin olmasi, kontaminasyon riski ve siit 0rneklerinde mikoplazmalarin sagilim
periyodunun aralikli olmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. PCR izolasyon
oraninin diisiik olmasinin nedenleri arasinda ise; DNA’larin ekzojen ve endojen

kontaminasyonu, 6rneklerden yapilan direk DNA ekstraksiyonu, 6zellikle siitte bulunan
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inhibitor maddeler, ve Bulasict Agalaksi hastaligina neden olan M.agalactiae disindaki
diger tiirlerin izolasyon olasilig iizerine degerlendirmeler yapildi.

Bu calismada koyun ve kegilerden toplanan 162 adet siit 6rnegi, 147 adet goz ve 11
adet burun svabi, 15 adet eklem sivisi ve 4 adet akciger 6rneklerinin tiimiinden toplam 29
(% 8.5) Mycoplasma sp. izole edildi ve izolatlarin 25 (% 86.20)’i M.agalactiae, 2 (%
6.89)’si M.ovipneumonia ve 2 (%6.89)’si M.arginini olarak izole edildi. PCR sonuglarinda
ise M.agalactiae’nin % 13.24 orani ile polC-PCR metodu uygulanarak en fazla deteksiyon
orani saglandi.

Bulasic1 Agalaksi hastaligina neden olan tiim etkenlerin bakteriyolojik ve molekiiler
metotlarla teshisine, M.agalactiae’nin Tiirkiye ¢capinda yayginligi ve dagiliminin tespit
edilmesine, saha suslarinin ortaya konulmasina ve varsa diger tilkelerdeki suslar ile genetik
yakinliklarinin belirlenmesine ve asilarin bu yerel suslari icerecek sekilde iiretilmesine
yonelik caligmalara ihtiyag vardir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’de Marmara bolgesinde Bulasici
Agalaksi hastaliginin varlig1 bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile aragtirilmis ve

hastaliga neden olan baslica etkenin M.agalactiae oldugu tespit edilmistir.
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Doktora ¢aligmam boyunca akademik bilgilerini benimle paylasan ve benimde bu
yolda saglam adimlarla ilerlememi saglayan, desteklerini benden esirgemeyen saygideger
danigman hocam Prof.Dr.Mihriban ULGEN’e ve yetismemde biiyiik emekleri olan
Anabilim Dalimizin degerli Ogretim Uyeleri Prof.Dr.Tayfun CARLI, Prof. Dr.Aysin SEN,
Prof. Dr.Cengiz CETIN, Yard.Dog¢.Dr. Esra BUYUKCANGAZ ve Yard.Dog.Dr. Serpil
KAHY A’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calisma arkadaglarim Aras. Gor. Burak MAT, Aras. Gor. Emel BIYIKLI, Aras. Gor.
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Akademik ilerlememde en biiyiik destek¢im olan ve engin bilgileri ile bana 151k tutan
teyzem Prof. Dr. Jale ERDEGER’ e, her zaman ve her kosulda yanimda olup maddi
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kardesim Huse GOCMEN e tesekkiirlerimi sunuyorum.
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