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Ozet

Bu calismada, koyun ve kecilerde Bulasici Agalaksi hastaliginin varligini bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile teshis etmek
amaclandi. Bursa, Balikesir, Canakkale ve Edirne illerine ait koyun ve kecilerden toplanan 339 adet 6rnek bakteriyolojik ve molekiiler
yéntemlerle incelendi. Orneklerin 162 adedini siit 6rnegi, 147 adedini g6z svabi, 15 adedini eklem sivisi, 11 adedini burun svabi ve
4 adedini de akciger dokusu olusturmustur. Bakteriyolojik incelemede 29 izolat Mycoplasma sp. olarak degerlendirildi. Uygulanan
biyokimyasal testler ve Gireme inhibisyon testleri sonucunda, 29 (%8.55) izolatin 25'i (%7.37) Mycoplasma agalactiae olarak, 2 (%0.58)’si
Mycoplasma ovipneumoniae ve 2 (%0.58)'si de Mycoplasma arginini olarak identifiye edildi. Molekiiler teshiste ise, po/C-PCR sonucunda
%9.14 oraninda M. agalactiae pozitif bulundu. PCR bulgulari ile bakteriyolojik bulgular karsilastirldiginda, 5 stit 6rnegi ve 1 akciger
ornegi polC-PCR ile M. agalactiae pozitif bulunurken, kiltir ile negatif bulundu. Po/C-PCR sonuclarina gore, stt 6rnekleri %14.19 orani
ile, eklem sivi 6rnekleri %13.33 orani ile, g6z svabi drnekleri %2.72 orani ile ve akciger 6rnekleri %50 orani ile pozitif bulunurken,
burun svabi 6rnekleri negatif bulundu. Bu ¢alismada, Bulasici Agalaksi hastaliginin varligi bakteriyolojik ve molekdler yontemler ile
arastirilmis ve baslica hastaliga neden olan etkenin M. agalactiae oldugu tespit edilmistir, hastaliga neden olan diger mikoplazma
etkenlerine rastlanilmamustir.

Anahtar sozciikler: Bulasici Agalaksi, Mycoplasma agalactiae, Bakteriyoloji, PCR, Koyun, Kegi

Investigation of Contagious Agalactia by Bacteriological
and PCR Methods in Sheep and Goats

Abstract

The aim of this study was diagnosis that occurrence of Contagious Agalactia by bacteriological and molecular methods in sheep
and goats. A total of 339 samples from sheep and goats in Bursa, Balikesir, Canakkale and Edirne provinces were examined by
bacteriological and molecular methods. The samples were 162 milk samples,147 eye swabs, 15 joint fluids, 11 nasal swabs and 4
lung tissue. In bacteriological examination, 29 isolates were evaluated as Mycoplasma sp.. As a result of biochemical tests and growth
inhibition tests, 29 (8.55%) Mycoplasma sp. were identified as 25 (7.37%) Mycoplasma agalactiae, 2 (0.58%) Mycoplasma ovipneumoniae
and 2 (0.58%) Mycoplasma arginini. In molecular diagnosis, polC gene-PCR results could be detected M. agalactiae positive with 9.14%
rate. As a result of this, 5 milk samples and 1 lung tissue sample were detected positive by po/C-PCR while negative by bacteriological
examination. The results of polC-PCR detected M. agalactiae positive with 14.19% rate of milk samples, 13.33% rate of joint fluids,
2.72% rate of eye swabs and 50% rate of lung tissue samples but nasal swabs were detected as negative. In this study, presence of
Contagious Agalactia were investigated by bacteriological and molecular methods and M. agalactiae was detected as a main agent
which cause disease however other Mycoplasma species which cause disease were not observed.
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GIRIS

Bulasici Agalaksi hastaligr halk arasinda ‘siit kesen
hastaligi’ olarak bilinmektedir. Koyun ve kecilerde mastitis,
sut kesilmesi, keratokonjunktivitis, artritis gibi tipik semp-
tomlara sahiptir ve abort, genital lezyonlar, solunum
sistemi rahatsizliklari gibi atipik bulgularla da karsimiza
cikabilmektedir. Hastaligin baslica etkeni Mycoplasma
agalactiae (Ma) olmakla birlikte Mycoplasma capricolum
subsp. capricolum (Mcc), Mycoplasma mycoides subsp.
capri (Mmc) ve Mycoplasma putrefaciens (Mp) tirleri de
hastaliga neden olmaktadir. Bulasici agalaksi hastahgi,
Diinya Hayvan Sagligi Orgiti'niin (OIE) bildirilmesi
zorunlu hastaliklar listesinde yer almaktadir . Bulasici
agalaksi, hayvanlarda sit Uretiminde azalmaya, geng hay-
vanlarda 6liime, gebelerde abortuslara neden oldugu icin
onemli ekonomik kayiplar meydana getirmektedir 231
Bulasici Agalaksi ile infekte hayvanlardan etken baslica
slt, goz-burun akintisi, acilmis eklemlerin akintilari
ile sacilmakta ve ayrica diski, idrar ve genital sistem
akintilari da etken kaynadi olabilmektedir. Etken, klinik
belirtiler ortadan kalkana kadar sitle minimum 12 ay
sacilmakta, hayvanlarin klinik olarak iyilesmesinden sonra
da etken bir yildan fazla viicutta kalabilmektedir. Stri-
lerde bdyle asemptomatik tastyicilarin bulunmasi ciddi
bir risk olarak gorilmektedir. Bu asemptomatik hayvanlar
etkeni genellikle disilerde erkeklerden daha fazla olmak
Uzere genital yollarda ve daha az siklikla da dis kulak ka-
nalinda tagimaktadirlar. Bu olagan disi bolgelerde konakgl
savunma mekanizmasi iyi ¢alismadidi icin etkene avantaj
saglamaktadir. Gerek infekte gerekse tasiyici hayvanlardan
duyarl hayvanlara etken meme, konjuktiva, sindirim, solu-
num, genital ve deri gibi bircok yolla bulasabilmektedir.
Ozellikle meme, sindirim ve solunum en dnemli bulasma
yollaridir. intensif yetistiricilik yapilan isletmelerde solu-
num semptomlari ile birlikte damlacik infeksiyonu daha
fazla 6nem kazanmaktadir 471,

Bulasici Agalaksi hastaliginin laboratuvar teshisinde
infekte hayvanlardan alinan sit 6rnegi, g6z, kulak ve
burun svaplari, eklem sivisi 6rneklerinin; bakteriyolojik,
serolojik ve molekiler metodlar ile incelenmesi sonucu
hastalida neden olan etkenler ortaya konulmaktadir.
Turkiye'de mikoplazmalarin enfekte hayvanlardan izolas-
yonu ile ilgili bircok calisma mevcut olmasina ragmen 2,
Bulasici Agalaksi Hastaligi tzerindeki calisma sayisi sinir-
hidir 373, Cetinkaya ve ark.'¥, Dogu Anadolu bélgesinde
yaptiklari calismada Bulasici Agalaksi hastaligi etkeni M.
agalactiae’'nin yayginhgini kiltir ve PCR metodlar ile
%81.7 olarak bulduklarini belirtmislerdir. Ozdemir ve
Turkaslan ¥ ise Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde
Bulasici Agalaksi salginlarindan M. agalactiae’y %36.8 ora-
ninda izole etmisler ve ayrica Bulasici Agalaksi hastaligina
sebep olan diger tiirlerden Mmc (%4.16) ve Mcc (%3.47)'un
da dustk oranlarda izole edildigini bildirmislerdir.

Bu calismada, Marmara bolgesinde Bulasici Agalaksi

hastaliginin varligini bakteriyolojik ve molekiiler yéntem-
ler ile arastirmak ve hastaliga neden olan mikoplazma
turlerinin saha suglarini ortaya koymak amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal Toplanmasi ve Ornekleme

Sunulan ¢alisma sirasinda hayvanlardan alinan sit,
eklem sivisi ve g6z ve burun svap ornekleri icin gerekli izin
Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 10.05.2011 tarihli ve 2011-05/03 no'lu karar ile
onaylandi.

2010 ve 2012 yillari arasinda Bursa, Balikesir, Canakkale
ve Edirne illerinde Bulasici Agalaksi semptomlari gosteren
ve semptom gostermedigi halde anemneze gore siiphe
edilen koyun ve kegilerden 335 adet 6rnek toplandi. Ayri-
ca Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarina goénderilen pnémoni bul-
gusu taslyan 4 adet akciger 6rnedi de incelemeye alind.
Buna gore toplam 339 6rnegin; 1901 kegi, 57'si koyun, 19'u
oglak, 6'si teke, 27'si kuzu ve 6'si kog¢'a ait numunelerdir.
Toplanan 6rneklerin 162 adedi sit, 147'si goz svabi, 11'i
burun svabi, 15'i eklem sivisi ve 4 adedi ise akciger 6rnegi-
dir (Tablo 1). Tum o6rnekler asepsi antisepsi kurallarina
uyularak alindi ve soguk zincirde laboratuvara ulastirildi.

Bakteriyolojik incelemeler

izolasyon amaciyla laboratuvara getirilen siit érnek-
leri 3.000 rpm'de 15 dk santrifiij edildikten sonra Ust sivi
besiyerine ekim icin kullanildi. Stt 6rnekleri, eklem sivilari
10"lik dilisyonlari hazirlanarak, akciger ornekleri, g6z
ve burun svaplari ise direkt olarak sivi ve kati besiyer-
lerine ekildi. Kati besiyeri olarak Mycoplasma Selective
Supplement (Oxoid SR0059) eklenmis Mycoplasma Agar
Base (Oxoid CMO0401), sivi besiyeri olarak ise yine
Mycoplasma Selective Supplement eklenmis Mycoplasma
Broth Base (Oxoid CM0403) kullanildi. inokule edilen
sivi besiyerleri ve agarlar 37°C'de %5 CO,'li nemli or-
tamda 5-7 glin inkibe edildi. Bu slire sonunda stereo-
mikroskopta x 35 blyutme ile incelenen kati besiyer-
lerinde mikoplazma suipheli koloniler 3 kez pasajlandi ve
ayrica L formlarindan ayirimi amaciyla kanli agara (%5
koyun kanl) pasajlandi ',

Mycoplasma sp. stipheli izolatlarn Acholeplasma sp.den
ayirmak icin dijitonin duyarlilik testi, Ureaplasma sp.den
ayirmak icin de Ureaz testi yapildi. U¢ kez pasajlanarak
saf kiltlrd hazirlanan ve Mycoplasma sp. olarak deger-
lendirilen izolatlarin tir identifikasyonu icin glikoz fer-
mentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, tetrazolium
rediiksiyon testleri ve film ve spot olusumu gibi biyo-
kimyasal testler ve ayrica Ureme inhibisyon testi uygu-
landi ™. Ureme inhibisyon testinde kullanilan Ma, Mmc,
Mcc, Mp antiserumlari Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstittisi’'nden sagland.
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Molekiiler incelemeler

DNA Ekstraksiyonunda Roche High Pure PCR Template
Preparation Kit, DNA Ekstraksiyon Kiti olarak kullanildi.
Kitin kullanma kilavuzunda belirtilen sivi kiltlr ve 6rnek-
lerden DNA ekstraksiyon yontemi prosedurlerine gore M.
agalactiae AIK susunun DNA'si ve direk olarak 339 adet
stipheli 6rnekten etken DNA'lari ekstrakte edildi. StUpheli
ornekler, PCR metodu ile sadece M. agalactiae yoniinden
test edildi.

Mycoplasma agalactiae spesifik primerleri, polC genin-
den (MAPol-1F: 5-CAT TGA ACC TCT TAT GTC ATT TAC
TTT G-3; MAPol-5R: 5-CTA TGT CAT CAG CTT TTG GGT
GA-3) secildi ve 265 baz cifti blyukligindeki Griinlerin
amplifikasyonu hedeflendi. Toplam 25 pl'lik miktarlarda
hazirlanan reaksiyon icin; 2.5 pl 10X PCR Reaksiyon Buffer,
5 U/ ul Tag DNA polimeraz, dNTP’ler (300 uM dATP, dTTP;
150 uM dGTP, dCTP), 2 mM MgCl,, 10 pmol primerlerden
konuldu "7, Tim reaktifler Roche FastStart Tag DNA Poly-
merase, dNTPack paketinden kullanildi. Negatif kontrol
olarak M. putrefaciens (NCTC 10155) ve deiyonize su, pozitif
kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Ens-
titlst'nden saglanan M. agalactiae AIK susunun ekstrakte
edilen DNA'lan kullanildi. Tum 6rneklerin amplifikasyonu
Gradient Thermal cycler (Techne TC-3000G, Bibby Scientific,
UK) cihazinda gerceklestirildi.

Reaksiyonda kullanilan DNA amplifikasyon paramet-
releri ise; 94°C'de 2 dakika on isitmayi takiben 94°C'de
30 saniye denatirasyon, 49°C'de 30 saniye baglanma,
72°C'de 30 saniye uzama (sentez) olmak tzere 30 dongi
olarak gerceklestirildi ve son sentezleme 72°C'de 5 dk.
olarak tamamlandi U'”), Elde edilen PCR amplikonlari, %2
agaroz jel kullanilarak 110 voltta 60 dk elektroforezde
(Thermo Scientific Owl Easycast B2) yuaratalda. Sire
sonunda agaroz jel, etidyum bromdr ile 15 dk sure ile
boyandi ve Vilber Lourmat Quantum 1100 marka Jel
Goruntileme ve Dokiimantasyon Sistemi ile beyaz 151k
ve UV 151g1 altinda DNA'larin goruntilenmesi saglandi ve
kayitlari alindi.

BULGULAR

Bakteriyolojik Bulgular

Toplanan 339 6rnegdin 29 (%8.55)'undan Mycoplasma
sp. izole edildi. Mikoplazma kolonilerinin stereomikros-
kopta (x35) tipik sahanda yumurta goriinimiinde ortasi
digmeli, kenarlan yuvarlak ve kuglk olduklar gorildu
(Sekil 1). Yirmidokuz Mycoplasma sp!nin 18 (%11.11)'i stt
orneginden, 4 (%2.72)'G goz svablarindan, 2 (%13.33)’si
eklem sivilarindan, 3 (%27.27)'G burun svablarindan ve 2
(%50)’si akciger orneklerinden izole edildi (Tablo 1).

Sekil 1. Mycoplasma sp:nin koloni morfolojisi

Fig 1. Colony morphology of Mycoplasma sp.

Tablo 1. Koyun ve kecilerden toplanan érneklerden elde edilen bakteriyolojik bulgular ve M. agalactiae polC-PCR sonuglari

Table 1. Bacteriological findings and M. agalactiae-polC-PCR results obtained from samples of goats and sheep

. Ornek Mycop lasm; slp .-I:akterlyolopk M. agalactiae - Kiiltiir Bulgulari polC-PCR Bulgulari
Ornek Tiirii uigular

Sayisi - - -

+ Ornek Sayisi Oran (%) + Ornek Sayisi Oran (%) + Ornek Sayisi Oran (%)

Sut 162 18 11.11 18 11.11 23 14.19
GOz svabi 147 4 2.72 4 2.72 4 2.72
Eklem sivisi 15 2 1333 2 1333 2 1333
Burun svabi 11 3 27.27 = = =
Akciger 4 2 50 1 25 2 50
Toplam 339 29 8.55 25 7.37 31 9.14
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Tablo 2. izole edilen mikoplazma suslarinin biyokimyasal 6zellikleri

Table 2. Biochemical properties of mycoplasma strains as isolated

izole Edilen Suslar (N) Glikoz I%rjini-n. Fos.fa.taz. Tetrazolium Rediiksiyonu Film/Spot
Fermentasyonu Hidrolizi Aktivitesi (aerob/anaerob) Olusumu

M. agalactiae (25) - - + +/+ Degisken

M. ovipneumoniae (2) + - = +/+ _

M. arginini (2) - b o -+ _

: a3
6

5

Biyokimyasal testler ve Ureme inhibisyon testi sonu-
cunda izolatlarin 25 (%7.37)'i M. agalactiae olarak identifiye
edildi. Ayrica sadece biyokimyasal test sonuclarina gore
Bulasici Agalaksi hastaligi etkeni olmayan 2 izolat M.
ovipneumoniae ve diger 2 izolat da M. arginini olarak
identifiye edildi (Tablo 2). M. agalactiae izolatlarinin 18'i
sut orneginden, 2'si eklem sivisi 6rneginden, 1'i akciger
orneginden ve 4'i de g6z svabindan izole edildi. M.
ovipneumoniae izolatlarinin 1'i akciger 6érneginden ve 11
burun svabindan izole edilirken; M. arginini izolatlarinin
2’'si de burun svabindan izole edildi (Tablo 1).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bulgulari

PolC-PCR sonucunda %9.14 oraninda M. agalactiae
pozitif bulundu (Sekil 2). PolC -PCR sonuglarina gore, 162
st orneginden 23 (%14.19)', 15 eklem sivi 6rnedinden
2 (%13.33)'si, 147 g6z svabi 6rneginden 4 (%2.72)'l ve 4
akciger érneginden 2 (%50)'si M. agalactiae pozitif bulundu.
Stipheli 6rneklerin amplifiye DNA'larina uygulanan PCR
sonucunda, PCR Urtinleri 265 baz cifti olarak hesaplandi ve
M. agalactiae pozitif kabul edildi. Burun svabi 6rneklerinden
polC-PCR ile M. agalactiae saptanmadi. PCR bulgular ile
bakteriyolojik bulgular karsilastirildiginda, 5 siit 6rnegi ve
1 akciger 6rnegi polC-PCR ile Ma pozitif bulunurken, kiltiir
ile negatif bulundu (Tablo 1).

e e e R @ a
7 8 910 11 12 13141516 1718 19

s vy - ome - o

G e

Sekil 2. M. agalactiae polC-PCR urlinlerinin agaroz jel
elektroforez (%2) gériintiisi. Ust siradan M: Markir (100 baz
cifti) (Thermo Scientific, SM0242), 1. kuyucuk: M. agalactiae
pozitif kontrol (AIK susu, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstittist), 2. kuyucuk: negatif kontrol-(M. putrefaciens-NCTC
10155 susu), 3. kuyucuk: negatif kontrol (deiyonize su), 4-19
arasi kuyucuklar: pozitif 6rnekler. Alt siradan; M: Markir, 1-10
arasi kuyucuklar; pozitif ornekler

Fig 2. Agarose gel electrophoresis (2%) image of M.
agalactiae polC-PCR products. From top; M: Marker (100
base pair) (Thermo Scientific, SM0242), Lane 1: M. agalactiae
positive control (AIK strain from Pendik Veterinary Control
Institute), Lane: 2 negative control: (M. putrefaciens-NCTC
10155 strain), Lane 3: negative control (PCR grade), Lane 4 to
19: positive samples. From bottom; M: Marker, Lane 1 to 10;
positive samples

TARTISMA ve SONUC

Bulasici agalaksi, hayvanlarda siit Uretiminde azalmaya,
gen¢ hayvanlarda 6lime, gebelerde abortuslara neden
olarak 6nemli ekonomik kayiplar meydana getirir 231, Bu-
lasici Agalaksi, Akdeniz Ulkeleri, Asya ve Afrika'da ende-
mik, Amerika'da sporadik olarak seyretmekte Ulkemizde
ise endemilerle kendini gostermektedir. Abtin ve ark.l',
iran'da Bulasici Agalaksi semptomlari gésteren hayvanlar-
dan topladiklar 6rnekleri bakteriyolojik ve PCR metodlari
ile incelemis ve sonucunda 102 6rnegin 19 (%32.2)’'unda
M. agalactiae identifiye etmislerdir. De La Fe ve ark.'?
ise, ispanyada sit, eklem ve kulak svabi érnekleri top-
ladiklar 28 adet keci surtsiiniin %40 Inda M. agalactiae
saptamiglardir.

Turkiyede en glincel koyun ve ke¢i mikoplazmalari
Uzerine arastirmalan Cetinkaya ve ark.'?, oncelikle
Kecilerin Bulasici Pléropndmonisi hastaliginin etkeni olan
Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae 'nin
Turkiye'deki yayginligi tzerine yapmistir. Ayni arastirici-
lar daha sonra mikoplazma asi stratejileri gelistirmek
amaciyla Bulasici Agalaksi hastalik etkenlerinin Dogu
Anadolu bdlgesindeki illerde yayginhgini arastirmislardir.
Sit orneklerinin bakteriyolojik ve Ma spesifik PCR
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ile incelenmesi neticesinde %81.7'sinde M. agalactiae
saptamislardir 3. Ozdemir ve Tirkaslan ' ise yaptiklari
calismada, Bulasici Agalaksi'den siipheli 22 adet koyun ve
keci surisiinden toplam 144 6rnek Uzerinde calismislar
ve 53 (%36.8) ornekten M. agalactiae, 6 6rnekten Mmc
(%4.16) ve 5 Ornekten de Mcc (%3.47) izole edildigini
bildirmislerdir. Ayrica cografik olarak, Marmara bolge-
sinde hastaligin Ege ve Akdeniz bdlgelerine gore daha
yogun oldugu da ayni calismada vurgulanmistir. Bu calis-
mada ise Marmara bdlgesindeki gesitli illerden toplanan
339 ornekten 25 (%7.37) M. agalactiae, 2 (%0.58) M.
ovipneumoniae ve 2 (%0.58) M. arginini izole edilmistir.
Buna gdre Marmara Bolgesindeki koyun ve kecilerde
Bulasici Agalaksi hastaligina neden olan mikoplazma tiirii
olarak M. agalactiae belirlenmis, Bulasici Agalaksi'nin diger
etkenleri olan Mmc¢, Mcc ve Mp tiirlerine rastlanmamistir.
Koyun ve kecilerde yapilan calismalarda Bulasici Agalaksi
Hastaligina neden olan mikoplazma tirleri disinda, M.
ovipneumoniae ve M. arginini tirleri de dikkat ¢ekmek-
tedir 192022 T{irkiye'de Bulasici Agalaksi hastaligina yone-
lik spesifik calisma sayisi cok az olmakla birlikte mevcut
cahismalar ile karsilastinldiginda ¢alismamizdaki etken
izolasyon oraninin disiik oldugu goérilmektedir. Bunun
nedeni 6rnekleme zamani veya siriilerde uygulanan
tedaviler olabilir ¥, Nitekim siirii sahiplerinden sirilerde
uygulanan antibiyotik tedavileri ile ilgili net yanitlar
alinamamistir.

Mikoplazmalarin identifikasyonunda glikoz fermentas-
yonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve tetrazolium re-
diiksiyonu gibi biyokimyasal testlerden yararlanilir 2325,
Bu calismada izole edilen mikoplazma suslari digitonin
duyarhhg, glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz
aktivitesi, tetrazolium rediksiyonu, film ve spot olusumu
ozellikleri yonunden incelenmis. Tim Mycoplasma sp.
izolatlarinin digitonine duyarliligi oldugu ve lreaz aktivi-
tesi 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 oldugu sap-
tanmistir. Calismamizda uygulanan Ureme inhibisyon
testinde, 25 izolatin Gremesi M. agalactiae antiserumlari
ile inhibe olmus ve inhibisyon alanlari net olarak gézlen-
mistir. Calismalarimiz sonucunda identifiye edilen M.
agalactiae saha suslarinin literatlrlerde belirtilen biyokim-
yasal 6zellikleri ile uyumluluk gosterdigi, atipik biyokimya-
sal veri gosteren izolat bulunmadigi gézlenmistir 5.

Bulasici Agalaksi hastaligina neden olan M. agalactiae
etkeninin bakteriyolojik ve serolojik yontemlerle izolasyon
ve identifikasyonu zaman alici prosedirler oldugu icin
daha hizli teshis ve identifikasyon araci olan molekuler
metotlara basvurulmaktadir. Ozellikle mikoplazmalarin
kiltarde nazli ve yavas uremeleri, serolojik teshislerde en
erken infeksiyondan 10-14 glin sonra sonug¢ vermesi, kronik
vakalarda yetersiz sensitivite ile karsilasilmasi ve yanhs
pozitifliklerin meydana gelmesi, immunosupresyon ve

antibiyotik tedavileri geleneksel diyagnostik mikrobiyolojik
analizlerde 6nemli sorunlari ortaya ¢ikartmaktadir.

Mikoplazmalarin hizli teshisi ve identifikasyonuicin PCR
tabanl teshis analizleri gelistirilmis olup, amplifikasyon
analizlerinde hedef gen, hem korunan hem de degisken
sekanslari iceren 16 S rRNA (rrs) genleri olmustur 2, PCR
ile yakin turler arasinda ya da alt tipler arasinda ayrim
yapilabilir ve direkt klinik 6rneklerden hizli teshis miimkiin
olmaktadir. PCR metodunda o6rneklerin kultirlerinden
ya da direkt klinik 6rnekten DNA ekstraksiyonlari yapila-
bilir. Tola ve ark.?” direkt koyun sttlerinden guanidium
thiocyanate ¥ ekstraksiyon metodunu uygulamis ve 357
ornekten 153'Uinde M. agalactiae-PCR pozitif bulmustur.
Direkt ekstraksiyon yontemi kullanilan diger bir calismada
58 koyun ve kegi sit 6rneginde %81.7 orani ile M.
agalactiae identifiye edilmistir ve kultir sonuclari ile
uyumlu sonug alinmistir M3 Calismamizda ise direkt or-
neklerden uygulanan ekstraksiyon metodu sonucunda
elde edilen PCR pozitiflik orani diger calismalara gore daha
dustktlir. Ancak cahismamizda kiltir sonuclarn (%7.37)
ile karsilastirldiginda PCR da elde edilen M. agalactiae
pozitiflik oraninin (%9.14) yiksek oldugu gézlenmistir.

M. agalactiae'nin molekdler teshisinde kullanilan farkli
hedef gen bolgelerini baz alan spesifik primerler ile
PCR metotlari uygulanmistir 12239, Marenda ve ark.'”
yaptigi calisma ile uvrC-PCR amplifikasyonunda baglanma
sicakliklarindaki farkhliklarin yaninda her iki metotta da
M. agalactiae ve M. bovis suslari arasindaki filogenetik
yakinliga ragmen ayni duyarliklikta saptama oranini sag-
layabilmislerdir. Fakat standart sartlar altindaki laboratu-
varlar arasinda uygulanan uvrC-PCR metodunun sonuglari
uyumluluk gostermezken, polC-PCR metodunun sonug-
lan agik ve kesin sekilde uyumluluk gdstermistir. Yapti-
gimiz cahsmada, M. agalactiae polC geni ile yapilan
PCR sonucunda %9.14 oraninda M. agalactiae pozitif
bulunmustur.

Sonug olarak bu calismada, Bulasici Agalaksi has-
taliginin varligi bakteriyolojik ve molekiiler yontemler ile
arastirllmis ve bolgemizde hastaliga neden olan baslica
etkenin M. agalactiae oldugu saptanmistir. Koyun ve
kecilerden toplanan 162 adet siit 6rnegdi, 147 adet goz ve
11 adet burun svabi, 15 adet eklem sivisi ve 4 adet akciger
ornekleri olmak Uzere toplam 339 6rnegin 29'undan
Mycoplasma sp. izole edilmis ve izolatlarin 25 (%7.37)'i M.
agalactiae, 2 (%0.58)'si M. ovipneumoniae ve 2 (%0.58)'si
M. arginini olarak identifiye edilmistir. PCR sonucunda ise
M. agalactiae'nin polC-PCR metodu uygulanarak %9.14
saptama orani saglanmistir.

Turkiye'de Bulasici Agalaksi hastaligina neden olan tim
etkenlerin yayginhgi ve dagiliminin tespit edilmesine, saha
suslarinin ortaya konulmasina ve varsa diger Ulkelerdeki
suslar ile genetik yakinlklarinin belirlenmesine, asilarin
bu yerel suslari icerecek sekilde Uretilmesine ydnelik
calismalara ihtiyag vardir.
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