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Kanatlilarda kronik solunum yolu hastaliginin (CRD) serolojik tanisi igin
in-House Enzyme- Linked Immunosorbent Assay (ELISA) gelistirilmesi
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Ozet: Tavuklarin (st solunum yollarinda Mycoplasma gallisepticum (MG)'un olusturdugu kronik solunum sistemi
hastaligi (CRD), diinyanin bircok ilkesinde kanatli sagligi ve hayvansal Uretim tzerinde bulytk etkileri olan, ciddi
ekonomik kayiplara sebebiyet veren bulasici bir infeksiyondur. Hem hastaligin teshisinde hem de antikor titresinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sensitivite ve spesifitesi
ylksek olan bir testtir. Bu calismada, CRD infeksiyonuna karsi gelisen antikorlari saptamak icin farkl suslarin antijen
olarak kullanildigi “in house” bir ELISA prototipi gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amacla 1 standart sus (MG S6), 1 asl
susu (MG 6/85) ve 3 saha susu (MG HMA 9, MG HMA 79, MG HMA 120) olmak lzere 5 sus ile hazirlanan ELISA'larin
referans serumlar (125 gercek pozitif ve 44 gercek negatif) kullanilarak duyarliligr ve 6zgullugu saptanmistir. Buna
gore MG 6/85, MG HMA 9, MG HMA 79, MG HMA 120 ve MG S6 suslarindan hazirlanan ELISA'larin duyarhhgi sirasi
ile % 92, %94, %95, % 96,8 ve % 92 olarak belirlenmistir.. Testlerin 6zgulliga ayni sira ile % 95,6 %95,6, %95,6, %96,7
ve % 93,6 olarak hesaplanmistir. Ozgiilligii ve duyarliigi digerlerine gére daha yiiksek olan MG HMA 120 susundan
hazirlanan ELISA prototipi ticari Gretim igin secilmistir. M. gallisepticum ile infekte bir siiriden alinan 35 serumun MG
HMA 120 ELISA ile test edilmesi sonucunda serumlarin 28'i pozitif, 5'i stipheli ve 2'si negatif olarak saptanmistir. Optik
Dansite (OD) degerlerine bagli olarak ayni serumlarin ticari MG ELISA ile test edilmesi ile alinan sonuglar yerli MG
HMA 120 ELISA ile alinan sonuclar ile karsilastinlmistir. iki kit arasinda yiiksek bir korelasyon katsayisi bulunmustur
(Pearson'’s korelasyon katsayisi (r)=0,78, p=0,01). Bu calismada yerli bir sustan yeni gelistirilen in house ELISA' nin M.
gallisepticum’un neden oldugu CRD vakalarinda gtivenle kullanilabilecegi, ticari muadillerine gére benzer 6zgullik
ve duyarlilik gdsterdigi ve saha kullanimi icin pratik ve ucuz bir alternatif oldugu gdsterilmistir.

Anahtar kelimeler: CRD, CLAT, in house ELISA, Mycoplasma gallisepticum, Serolojik tan.

Preparation of in House Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for
serologic diagnosis of chronic respiratory disease (CRD) in poultry

Abstract: Chronic respiratory disease (CRD)significant, caused by Mycoplasma gallisepticum (MG) in the upper
respiratory tract of chickens, is a contagious infection that causes severe economic losses in many countries of the
world, greatly impacting poultry health and animal production. Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) has
high sensitivity and specificity which is widely used for both diagnosis of the disease and antibody titer determination.
This study aimed to develop an “in-house” ELISA prototype in which different strains are used as antigens to detect
antibodies to CRD infection. For this purpose, the sensitivity and specificity of ELISAs prepared with a total of 5
strains, including one standard strain (MG S6), one vaccine strain (MG 6/85 and 3 field strains (MG HMA 9, MG
HMA 79, MG HMA 120), were determined using 125 true positive and 44 true negative reference sera. Sensitivity
rates were found as 92%, 94%, 95%, 96.8% and 92%, respectively. Specificities were found as 95.6%, 95.6%,95.6%,
96.7% and 93.6%, respectively. According to the results, MG HMA 120 local strain based in-house ELISA was chosen
for commercial production for a later stage. A total of 35 sera from the M. gallisepticum infected flock were tested
by commercial ELISA and our in-house MG HMA120 ELISA for comparison based on OD values. 28 out of 35 were
found positive, five suspected and two negative by using MG HMA 120 ELISA. A high correlation coefficient (r)=0.78,
p=0.01) was determined between commercial and in-house ELISA. It was concluded that newly developed in-house
ELISA using local whole cell antigen could be used safely, giving similar sensitivity and specificity to commercial
ELISA kit, for serologic diagnosis of M. gallisepticum infections. It is a practical and cheap alternative for field use.

Keywords: CRD, in-house ELISA, Mycoplasma gallisepticum, RSAT, Serologic diagnosis.
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Turkiye, kanatli hayvancilik sektériinin 6nemli bir s, dis ticarette sahip oldugu yiksek pay, saglikh triin

ureticisi, tlketicisi ve ihracatcisidir. Kanatli yetistirici-  arzi ile Turkiye icin énemli bir sektordur. Turkiye'de
ligi, yarattigi istihdam, modern entegre tesis yatinm-  hem sektérde hem de yan dallarda yaklasik 600 bin
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kisi istihdam edilmektedir. Uretici ciftci, sektorle ilgili
esnaf, yem, ilag, yan sanayi, nakliye, pazarlama dahil
sektdrden elde edilen gelirle hayatini siirdiren kisi
sayisi yaklasik 2,4 milyondur (Koca 2017).

Kronik solunum sistemi hastaligi (CRD), tavuk-
larin Ust solunum yollarinda Mycoplasma gallisep-
ticum (MG)'un neden oldugu bir hastaliktir. MG,
Mollicutes sinifi, Mycoplasmatales takimi ve Mycop-
lasmataceae ailesi, Mycoplasma cinsinde yer alir.
Kanath hayvanlarda hastaliga neden olan en 6nem-
li mikoplazma turleri MG ve M. synovia (MS)'dir. M.
meleagridis ve M. iowae etkenleri de kanatlilarda
hastalik yapsa da MG patojenik mikoplazmalar igin-
de en 6nemlisi olarak kabul edilmekte ve dlnyanin
bircok ulkesinde gorilen kanatli saghgini yakindan
ilgilendiren ve hayvansal Uretim Uzerine basta yemin
ete donlsimdiiny, karkas kalitesini ve yumurta ve-
rimini dislrerek énemli ekonomik kayiplara neden
olan bulasici bir infeksiyondur (WOAH 2021).

Kanatli hayvanlarda infeksiyondan dolayi
komplike vakalarda 6lim oraninda ciddi artislar, ilag
ve tedavi masraflari, broilerlerde karkas agirliginin
dismesi, yliksek iskarta orani, damizlik ve yumurta-
ci strdlerde yumurta veriminde ve yem tiiketiminde
diisme, yumurta kabuk kalitesinde bozulma, yumur-
ta Uretiminde azalma, kulucka verimliliginde azalma,
artirnlmis biyoguvenlik énlemleri ve asilama masraf-
larinda artis gozlenir (Esendal 2002). Ayrica, diger
infeksiyonlar, yerlesim vyeri, kalabalik ortam, zayif
hijyen ve infeksiyoz bursal hastalik (IBD), infeksiydz
bronsitis (IB), infeksiydz laringotraheitis (ILT) asilama
programlari kayiplari arttirabilir. Broylerlerde ekono-
mik kayiplar canli agirlik artisinda azalma (%20-30),
yemden yararlanmada dusls (%10-20), mortalite
(%10-20) ve karkas kaybi (%10-20) oldugu bildiril-
mistir (Ozdemir 2013).

MG hindilerde infeksiyoz sinuzitis nedenidir. MS
infeksiyonlar genellikle tavuklarda subklinik Gst so-
lunum yolu infeksiyonlar seklinde gdziikir (Sway-
ne 2013). CRD, Uluslararasi Salgin Hastalklar Ofisi
(WOAH)'de yer alan bir infeksiyondur. Klinik olarak
CRD infeksiyonlarinda, konjuktivitis, nazal akinti, so-
lunum gucligu oksiruk, hapsirma, tracheal sesler,
g6z ve burun akintisi gorilmektedir (WOAH 2021).
Nekropside, sinus, trachea, bronslar, akciger ve hava
keselerinde kataral eksudat, hava keselerinde opak-
lasma, hava keseleri ve oviduktta kazedz eksudat,
perikarditis, perihepatitis, salpingitis bulunur.

infeksiyonun yayginligi lkelere gére fark-
hhik gostermektedir. ABD'de yumurtaci surilerin
%50'den fazlasinin infekte oldugu ve MG'nin yu-
murtacilarda endemik oldugu bildirilmistir (Evans ve
ark. 2005). Asya'da yapilan calismalarda MG preva-

lansi %17,2-%79,0 (Sato 1996), iran'da %10 (Haghig-
hi-Khoshkhoo ve ark. 2011), Misir'da %33,3 (Osman
ve ark. 2009) olarak bildirilmistir. Kapetanov ve ark.
(2010), Sirbistan'daki 77 strlinin MG seroprevalan-
sinin 2000 yilinda %9,01 ve 2009 yilinda %11,59 ol-
dugunu ve MG prevalansinin arttigini bildirmislerdir.

Turkiye'de tavuklarda mikoplazma yayginhg ile
ilgili yapilan calismalarda Akan ve ark. (2008), sero-
lojik ve molekiler inceleme sonucunda 43 broyler
damizlik isletmesinin % 16,3'ini MG pozitif, %20
.9 MS pozitif olarak saptamislardir. Ozdemir (2013),
Konya ve cevresindeki yumurtaci tavuk isletmelerin-
de solunum sistemi problemi olan ya da enfeksiyo-
nu gecirmis 33 striden 192 tavuga ait solunum sis-
temi organlarini immunoperoksidaz ile incelemis ve
20 (%60,6) kimeste MG tespit etmistir. Turkiye'nin
batisinda bulunan 3 ildeki 60 kiimesten toplanan
1060 kan 6rneginin ELISA ile taranmasinda %39,5
MG ve %67,9 MS seropozitifligi bulunmustur (Oz-
glin ve Tirkyllmaz 2016).

Kanatlilarda CRD kontrollu ve 6nlenmesi etkili,
spesifik, duyarli ve ucuz tani yontemlerine baghdir.
MG infeksiyonunda gorilen solunum sistemine ait
klinik belirtiler diger solunum sistemi hastaliklary-
la karisabildiginden dolayl, ginimuizde teshiste,
kaltar, serolojik testler ve molekiler metodlar (po-
limeraz zincir reaksiyonu-PCR, Real-Time PZR ve
nested PZR, loop-mediated isothermal amplifica-
tion-LAMP) kullanilmaktadir. Kiltirin sensitivitesi
besiyerine ve numunenin alim zamanina gore degis-
mektedir. Kiltlr ile sonug alinmasi ard arda pasajlar
gerektirdiginden 3-4 hafta gibi uzun siire almakta-
dir. Ayrica uzmanlk gerektirmesi ve kullanilan anti-
biyotiklerin mikoplazmalarin tGremesini baskilamasi
da kiltirin bir diger dezavantajidir. Etkenin varligini
tespit etmek icin kullanilan PZR temelli molekiiler
metotlar daha fazla sarf malzeme gerektirmekte ve
Ozel ekipmanlara ihtiyac duymakta, dolayisiyla daha
yuksek maliyet gerektirmektedir. Serolojik test ola-
rak cabuk lam aglitinasyon testi (CLAT), hemaglu-
tinasyon inhibisyon (HI) ve ELISA en ¢ok kullanilan
testlerdir (Kleven 2008; WOAH 2021). CLAT suri
bazinda kullanilan cabuk bir tarama testidir ve MG
infeksiyonunu diger ELISA ve HI testlerine gore daha
erken saptasa da yanlis pozitif reaksiyonlara egilim-
li bir testtir. Farkli kaynaklardan ve farkh serilerdeki
antijenlerin sensitivite ve spesifitede farkli sonuclar
verdigi bildirilmektedir (Kleven 1998). MG major
membran proteinlerindeki farkliligin sus varyasyo-
nuna neden oldugu ve bunun da heterolog susla-
ra karsi gelisen antikor yanitinin zayif olmasina yol
actigr bildirilmistir (Noormohammadi ve ark. 2002).
ELISA yiksek 6zglnlik ve duyarlihga sahip, hizl,
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ekonomik ve c¢ok sayida serumun test edilmesine
olanak saglayan, gelismis ve gelismekte olan lke-
lerde yaygin kullanim alani bulan bir testtir (Miao
ve ark. 2000; Peng ve ark. 2022). Serolojik testlerde
otolog antijenlerin kullanimi, anti-Mycoplasma an-
tikorlarini test eden serolojik testlerin duyarlihgini
artiracaktir (Noormohammadive ark. 2002; Hosseini
ve ark. 2018). Bu nedenle de MG ve MS teshisi icin
ticari ELISA kitleri mevcut olsa da ELISAda antijen
olarak yerel sus kulaniminin testin duyarlihgini arti-
racagi disiintlmektedir.

Bu calismada, CRD infeksiyonuna karsi gelisen
antikorlari saptamak igin farkh suslarin antijen olarak
kullanildigi “in house” bir ELISA prototipi gelistiril-
mesi ve sonuclarin mevcut ticari kitle karsilastirilarak
kullanilabilirliginin belirlenmesi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem

Standart sus

ELISA pleytlerini kaplamak icin antijen hazirlanma-
sinda kullanilan M. gallisepticum S6 susu Pendik Ve-
teriner Kontrol Enstitlisi, WOAH Mycoplasma Refe-
rens Laboratuvari, Pendik, istanbul'dan temin edildi.

Asi susu
Antijen olarak kullanilan M. gallisepticum 6/85 asl

susu ise MSD Hayvan Sagligi (ABD)'ndan temin edil-
di.

Saha sugslari

Calismada Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali kultlr koleksiyonunda
bulunan ve HMA olarak kodlanan 3 adet saha susu
(MG HMA 9, MG HMA 79 ve MG HMA 120) ELISA
pleytlerini kaplamak igin antijen hazirlanmasinda
kullanildi.

Kontrol ve saha serum o6rnekleri: Testin duyarlilik
ve 6zgilliginin saptanmasinda, Harran Universi-
tesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dall
Laboratuvari serum koleksiyonunda bulunan CRD
yoninden pozitif olduklari PZR ve kdltir ile dog-
rulanmis 125 gercek pozitif serum ve bu hastalik
yoninden gercek negatif olan 44 kontrol serumu
kullanildi. Ayrica hazirlanan ELISA prototipinin ticari
kitle karsilastiriimasi icin infekte oldugu teyit edilen
bir stirliden teshis amaciyla génderilen 35 adet saha
serum ornegdi kullanildi.

immiinolojik test prosediirleri

Cabuk lam agliitinasyon testi: Ticari olarak Pendik
Veteriner Kontrol Enstitlisinden temin edildi. Testin
uygulanisinda oda isisina getirilen antijen ve serum

orneklerinden birer damla temiz bir pleyt Uzerinde
karistirildi. iki dakika icerisinde olusan agliitinasyon
test sonucu agisindan pozitif olarak degerlendirildi.

in house ELISA icin antijen hazirlamada
kullanilacak suslarin kiiltiirii

Etken izolasyonu, Uluslararasi Hayvan Saghg Or-
glitd (WOAH) Manuel'de belirtilen yontemlere gore
yapildi. Frey Mycoplasma Broth Base (Himedia, Hin-
distan) dretici firmanin protokolli dogrultusunda
hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C'de 15 dk steril
edildi. Besiyeri, 50-55°C sogutulduktan sonra steril
sartlar altinda besiyerine Mycoplasma Supplement
G (Oxoid, Amerika Birlesik Devletleri) ve son kon-
santrasyonu %20 olacak sekilde at serumu (Hime-
dia, Hindistan) ilave edilerek hazirlandi. Steril cam
tlplere (her biri 5 ml) aktarilan Frey’s sivi besiyerle-
rine, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikro-
biyoloji Ana Bilim Dali Laboratuvari sus bankasinda
bulunan M. gallisepticum saha izolatlari (MG HMA
9, MG HMA 79, MG HMA 120), standart M. galli-
septicum S6 susu ve M. gallisepticum 6/85 asi susu
ekildikten sonra 37°C'de mikroaerobik sartlarda (%5
CO,) 72 saat inkibasyona birakildi.

in house ELISA antijeninin hazirlanmasi

Antijen hazirlamak icin, ilk olarak her sus igin 1 m| M.
gallisepticum kultird, 10 ml Frey's besi yerine ekle-
nerek (1:10 oraninda) 37°C'de (%5 CO,) 72 saat ink(-
basyona birakildi. Ayni prosedir 100 ml sivi besi yeri
(1:10 oran) ve daha sonra 1000 ml Frey's sivi besi yeri
(1:10 orani) elde etmek icin uygulanarak alt kdlttrd
saglandi. Ureyen kiiltiir (1000 ml) daha sonra 4°C'de
12,000 g'de 30 dakika santriflj edildi Stpernatant
atildiktan sonra pelet, 3 kez 150 ml steril phospha-
te-buffered saline-PBS (Bioshop, Kanada) ile yikan-
diktan sonra 4°C'de 18.000 g'de 30 dakika santrif(ij
edildi. Elde edilen pelet PBS icinde slspanse edil-
di ve olusan bakteriyel stispansiyon ELISA solid faz
antijeni olarak kullanilmak tzere -20°C ye kaldirildi.
(Frey ve ark. 1968; WOAH 2021).

in house ELISA

Kaplama antijenlerinin ve kontrol serumlarinin farkli
dilisyonlari ile yapilan checkerboard analizi sonra-
sinda, pozitif ve negatif kontrol serumlari arasindaki
en bulyuk farkin oldugu antijen dilisyonu pleytlerin
kaplanmasinda kullanildi. Kaplama sollisyonu olarak
karbonat-bikarbonat buffer (pH 9,6) kullanildi. An-
tijen kaplama dilisyonu, 96 gozli pleytin (NUNC,
269620, Denmark) her kuyucuguna 100ul olarak ko-
nuldu. Pleytler +4°C de bir gece bekletildikten son-
ra, 3 kez yikandi ve ardindan baglanmanin olmadigi
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yerleri bloklamak icin %5 suttozu (Merck, Almanya),
%0,05 Tween (Merck, Almanya) iceren PBS (BLOT-
TO) sollisyonu pleytleri bloklamak Gzere kullanildi.
Oda isisinda 2 saat bloklamadan sonra pleytler bir
kez yikandi ve pozitif ve negatif kontrol ve test se-
rumlarinin BLOTTO iginde 1/100°IUk diltisyonu farkli
g0zlere100 pl olarak konuldu. Oda isisinda 1 saat in-
kiibasyonu takiben pleytler t¢ kez yikandi ve yikama
isleminin ardindan HRPO ile isaretli Anti-Chicken IgY
yine BLOTTO icinde daha 6nceden checkerboard ile
saptanan uygun diliisyonda hazirlanarak her kuyu-
cuga 100 pl eklenip karanhk ortamda etlivde (37°C)
yarim saat inklibe edildi ve 4 kez yikamanin ardin-
dan pleytlerin her géziine 100 pl substrat (0.1 M sit-
rat tamponu (Merck, Almanya) (pH 5,5) icinde 2 ug
ortho-phenylenediamine (Sigma, Amerika Birlesik
Devletleri) ve %0,03 H,0, ilave edildi. Pleytler oda
isisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra reaksiyo-
nu durdurmak icin her kuyucuga 100 ul 4 N H,SO,
(Tekkim, Turkiye) ilave edilerek pleytler otomatik
ELISA okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573, Amerika
Birlesik Devletleri) ile 490 nm'de absorbans degerle-
ri okundu. Negatif serum OD’lerinin ortalamasina 3
standart deviasyon (SD) eklenerek ELISA esik degeri
olarak belirlendi. Bu esik degerinin Ustlinde bulunan
serumlar hastalik antikorlarini taglyan pozitif serum-
lar olarak belirlendi.

in house ELISA tekniginde sensitivite ve
spesifitenin belirlenmesi

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Ana Bilim Dali Laboratuvari serum koleksiyonunda
bulunan CRD yéniinden pozitif olduklari PCR ve kl-
tir ile dogrulanmis 125 gercek pozitif serum ve bu
hastalik yoniinden negatif olan 44 kontrol serumu
farkli antijenlerle hazirlanmis ELISA'larin duyarlilik ve

0zgulliginin saptanmasinda kullanildi. Duyarlilik
ve 0zgilligin hesaplanmasinda asagidaki formiller
kullanildi.

Duyarlilik; (Gergek Pozitif Sayisi) / (Gercek Pozitif Sa-
yisi+Yanlis Negatif Sayisi) X 100

Ozguillik; (Gercek Negatif Sayisi) / (Gercek Negatif
Sayisi+Yanlis Pozitif Sayisi) X 100

Ticari ELISA: Gelistirilen test kitinin sensitivite ve
spesifitesini karsilastirmak igin ticari olarak satin ali-
nan ELISA kiti (BioChek MG ELISA kit, ingiltere), kitin
prospektiistiinde belirtilen talimatlara gére uygulandi.

istatiksel Analiz

Ticari ve homemade ELISAnin OD degerlerinin kar-
silastinlmasi Pearson’s correlation katsayisi (coeffi-
cient) (r) ile hesaplandi. Hesaplamalarda IBM SPSS
istatistik programi (versiyon 16) istatiksel hesapla-
malar igin kullanildi (IBM Corp. 2020).

Bulgular

Cabuk Lam aglitinasyon testi ile 125 gercek pozitif
referans serumun 107'si (%85,6) pozitif, 18'i (%14,4)
negatif olarak degerlendirildi. Ger¢ek negatif olarak
kullanilan 44 serumun timu negatif olarak saptandi.

Bu calismada, 1 referens, 1 asi ve 3 yerel saha
sus olmak lzere toplam 5 ayri MG susundan hazirla-
nan tiim hdcre antijeni ile kaplanan 5 ayri in-house
ELISA prototipinin duyarlhk ve 6zgulligd, 125 ger-
cek pozitif ve 44 gercek negatif serum ile test edildi.

Alinan sonuglara gére MG 6/85, MG HMA 9,
MG HMA 79, MG HMA 120 ve MG S6 suslarindan
hazirlanan ELISA prototiplerinin duyarliligi sirasi ile
%92, %94, %95, %96,8 ve %92 olarak hesaplandi
(Tablo-1).

Tablo 1. Gercek pozitif serumlarin farkli MG suslari ile ELISA ve duyarlilik sonuclari

Toplam gergek
pozitif serum sayisi

Farkh suslarla uygulanan ELISA sonuclarina gore pozitif ¢cikan serum sayilar

125 MG 6/85 MG HMA 9 MG HMA 79 MG HMA 120 MG S6
114 117 119 121 114
% Sensitivite 92 94 95 96,8 92

Elde edilen verilere gére MG 6/85, MG HMA 9,
MG HMA 79, MG HMA 120 ve MG S6 suslarindan

hazirlanan ELISA prototiplerinin 6zgilligi %95,6,
9%95,6, %95,6, %96,7 ve %93,6 olarak belirlendi (Tab-
lo-2).

Tablo 2. Gergek negatif serumlarin farkli MG suslari ile ELISA ve 6zgullik sonuglari

Toplam gercek
negatif sayisi

Farkli suslarla uygulanan ELISA sonuclarina gore negatif ¢cikan serum sayilar

” MG 6/85 MG HMA 9 MG HMA 79 MG HMA 120 MG S6
42 42 42 43 41
% Spesifite 95,6 95,6 95,6 96,7 93,6
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ELISA icin kullanilan 5 farkli sustan hazirlanmis
antijenlerle pozitif ve negatif referans serumlardan
elde edilmis pozitiflik ve negatiflik sayilari ile sen-

sitivite ve spesifite oranlari grafik olarak Sekil-1'de
verilmistir.

140
120

we % e A
100
80
80
40
20
0 — | P

114

Bu sonuclara gore in-house ELISA icin MG HMA
120 yerel saha susu ile ELISA denemelerine devam
edilmesine karar verildi.

Toplam gergek pozitif serum sayisi : 125

Toplam gergek negatif serum sayisi: 44
e . ¥ MG 6/85

MG HMA 9

B MGHMA 79

[l MG HMA 120
MG S6

41

42 a2 42 a3

Suslara gore gtkan Pozitif serum sayis

Sensitivite (%)

Suglara gore gikan Negatif serum sayist

92 94 95 96.8 92

Spesifite (%) S5,6 95,6

95.6 96.7 93.6

Sekil 1. Farkli MG suslarindan hazirlanan ELISA ile kontrol serumlarinin sonuclari ve sensitivite ve spesifite

yluzdeleri.

Tablo 3. Cabuk lam aglitinasyon ile MG HMA 120 ELISA'nin
karsilastiriimasi

Serolojik test (n=125) Pozitif (%) Negatif (%)
Cabuk Lam aglutinasyon testi 107 (85,6) 18 (14,4)
ELISA MG HMA120 121 (96,8) 4 (3,2)

Gergek pozitif serumlarin CLAT ile %85,6 MG
HMA 120 ELISA ile %96,8 oraninda pozitif sonug
verdigi belirlendi (Tablo-3). Bu susla hazirlanan ELI-
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r\\\‘ 2 in-House ELISA

SA prototipini test etmek icin M. gallisepticum ile in-
fekte oldugu belirlenen bir stiriden alinan 35 serum
kullanildi ve %80 pozitif, %14,7 slipheli, %5,7 negatif
olarak degerlendirildi (Tablo-4).

Tablo 4. in-House MG HMA 120 ELISA ile pozitif siirii serum-
larina ait sonuclar

Serolojik test

(n=35) Pozitif (%) Siipheli (%) Negatif (%)

ELISA MG HMA120 28 (80) 5(14,3) 2(57)

Ticari ELISA

Sekil 2. in-House ELISA ile ve Ticari ELISA ile test serumlarinin sonuglari
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infekte siiriiden elde edilen bu 35 serum ayni
zamanda ticari ELISA kiti ile de test edildi ve sonuc-
lari karsilastinldi (Sekil-2).

Pearson'’s korelasyon katsayisi r=0,78 (p=0,01)
olarak hesaplandi ve iki ELISA sonuclari arasinda
dogru yonliu yuksek bir uyum oldugu belirlendi
(Tablo-5).

Tablo 5. Pearson Korelasyon katsayisi (Pearson correlation
coefficient kullanarak in-House ELISA ve ticari ELISA arasin-
daki karsilastirma

Ticari in-House
ELISA ELISA
Pearson korelasyon 1 0,78
Ticari ELISA Sigificance (2 tailed) 0,010
N 35 35
Pearson korelasyon 0,78 1
in-House ELISA Sigificance (2 tailed) 0,010
N 35 35

Tartisma ve Sonug

MG ozellikle tavuk ve hindilerde kronik solunum
yolu hastaligina et ve yumurta tretiminde kayipla-
ra neden olan énemli bir ajandir. Bu hastalikta klinik
semptomlarin gozlendigi vakalari tespit etmek kolay
olmasina ragmen, subklinik vakalarda, bu vakalarin
goruldigu kimeslerin izlenmesinde serolojik tek-
niklerden siklikla faydalanilmaktadir (Esendal 2002).
Mikoplazmosis gibi vertikal bulasan hastaliklarda,
damizliklarin ve bunlarin civcivlerinin peryodik ola-
rak izlenmesi, tlkede infeksiyonun durumu hakkin-
da fikir vermesi agisindan ¢ok dnemlidir ve bdylece
sektdr de hastalik hakkinda bilgi sahibi olur.

Hastaligin serolojik teshisinde ¢abuk lam agli-
tinasyon, hemaglitinasyon inhibisyon ve ELISA en
siklikla kullanilan serolojik testlerdir (WOAH 2021).

Ali ve ark. (2017), farkl yaslarda ve farkli popu-
lasyon hacmine sahip 12 farkli isletmeden toplanan
563 tavuk serum 6rneginde CLAT ile %56,13, ELISA
ile %64,47 seroprevalans saptadiklarini bildirmistir.
Malik ve ark. (2019) Pakistan'da asilanmamis broy-
ler sirulerinde MG seroprevalansini arastirdiklari
calismada IgM antikorlarini saptayan CLAT tekni-
ginin enfeksiyonun sadece baslangi¢ asamasiyla
sinirliyken, ELISA daha spesifik bulunmus ve IgG
antikorlarini saptayarak yanls pozitif sonuglar or-
tadan kaldirdigi bildirilmistir. Osman ve ark. (2009)
4 haftalik tavuk serumlarinda CLAT ile %48,7, ELISA
ile %60 pozitiflik saptarlarken 14 haftalik yumurta-
cllarda CLAT ile %69,9 ve ELISA ile %58.9 oraninda

pozitiflik belirlemislerdir. Bu calismada da CLAT ile
125 gercek pozitif serumun 107'si (%85,6) pozitif
bulunurken, MG HMA 120 ELISA 121'ini (%96,8) po-
zitif bulmustur. ELISA ile CLAT'a gore daha ylksek
oranlarda pozitiflik saptanmasi arastiricinin bildirim-
leri ile uyumludur. Osman ve ark. (2009)'nin 14 haf-
talik grupta seropozitifligin CLAT'da ELISA'ya gore
ylksek olmasinin nedeni kanatlinin yasi ile yalanci
pozitifligin daha fazla gorilebilmesi ve dolayisi ile
arastiricilarin calismalarinda belirttigi Gzere CLAT'In
duslk spesifitesine bagli olabilir.

Wanasawaeng ve ark. (2015), Tayland'dan izole
edilmis yerel bir sus ile MG'a karsi olusan antikorlari
saptamak amaciyla ELISA ve CLAT gelistirmek igin
yaptiklari calismada in-house ELISA ve ticari ELISA
sonuclarini karsilastirmislar sensitivitesini %67, spe-
sifitesini %95 olarak saptamislardir. Calismada solu-
num problemi bulunan ve CLAT pozitif bulunan 10
kiimesten alinan 15'er serum test edilerek yerel sus-
la hazirlanan in-house ELISA'nin uluslararasi pazarda
bulunan benzeri ticari kitlere gére uygulanabilir ol-
dugunu bildirmisler ve bunun nedeninin saha susu
ile hazirlanan ELISA'nin ticari muadillerine yakin bir
spesifite gostermesi oldugunu belirtmislerdir. Raso-
ol ve ark. (2017), 47 serum ile test ettikleri lokal bir
susdan hazirlanmis olan antijenle kapli ELISA ile %
89,13, ticari ELISA ile % 80,43 oraninda pozitiflik bul-
mugslar ve aradaki farkin anlamli oldugunu (p<0.05)
bildirmislerdir. Elyazeed ve ark. (2020), tam hiicre
ve sonike hiicre antijenleri ile hazirladiklari iki farkl
in-house ELISA sonuglarini ticari bir ELISA kiti sonug-
lari ile karsilastirmislar Pearson’s korelasyon katsayi-
larini sirasiyla (r)=0,80, p=0,009 ve (r)=0,79, p=0,011
olarak hesaplamislardir. Elde ettikleri bu yiksek
korelasyonu gosteren degerler sonucunda her iki
in-house ELISA tekniginin de kullanilabilir oldugu-
nu belirtmislerdir. Bu calismada, yapilan testlerle
secilen yerel MG HMA 120 olarak kodlanmis MG
susundan elde edilen tiim hicre antijeni ile hazirla-
nan in-house ELISA prototipi ile test edilen infekte
bir strlye ait 35 serum 6rnegi ayni zamanda ticari
bir kitle de test edilerek sonuglar karsilastiriimistir.
Sonuglar iki kit arasindaki korelasyon katsayisinin
yuksek oldugunu ortaya koymustur (Pearson'’s kore-
lasyon katsayisi (r)=0,78, p=0,01). Bu durum, yerli bir
sustan gelistirilen in house ELISA'nin MG'un neden
oldugu CRD vakalarinda glivenle kullanilabilecek,
ticari muadillerine gore benzer 6zgillik ve duyar-
ihk gosteren, ucuz ve ekonomik bir test oldugunu
distndirdd. Noormohammadi ve ark. (2002), sero-
lojik testlerde yerel suslardan hazirlanan antijenlerin
kullaniminin mycoplasma antikorlarini tespit etmeyi
hedef alan testlerin duyarlihdini artiracagini bildir-
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mektedir. Calismada elde edilen bulgular da arasti-
ricilarin (Noormohammadi ve ark. 2002; Rasool ve
ark. 2017; Elyazeed ve ark. 2020) bulgulari ile uyum
gOstermektedir.

Sonug olarak, kanatli sektoriinde 6nemli kayip-
lar olusturan ve siki kontrol altinda tutulmasi gere-
ken CRD varliginin belirlenmesi icin, yerel bir izolat
ile hazirlanan in-house ELISA tekniginin daha yuk-
sek sensitivite ve spesifite ile ticari ithal kitlerden ¢ok
daha ucuz olacak sekilde kullanilabilecegi, bdylece
enfeksiyonun yayillmasini dnlemek icin enfekte su-
rtlerin dogru ve zamaninda teshis edilerek kontrol
programlarinda basariyi artiracagi kanisina varildi.

Deney hayvanlan kullanimi etik kurulu ve diger
etik kurul kararlari ve izinler: Bu arastirma icin etik
kurulu izni alinmasina gerek yoktur. Ayrica yazarlar
Arastirma ve Yayin Etigine uyuldugunu beyan etmis-
lerdir.

Tesekkiirler: Makale XV. Ulusal (uluslararasi katilim-
h) Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi'inde (22-26 Ekim
2022 Sanliurfa-Turkiye) s6zli olarak sunulmustur.
Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisti, WOAH Mycop-
lasma Referens Laboratuvari ve MSD Hayvan Sagh-
gi'na tesekkilr ederiz.

Maddi destek ve cikar iliskisi: Harran Universitesi
Bilimsel Arastirma Koordinasyon Kurulu Baskanhgi
tarafindan 21304 proje numarasi ile desteklenmistir.
Yazarlarin beyan edecek cikar catismasi yoktur.
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