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TESEKKUR

Calismam boyunca, bana yon veren, destek ve emeklerini esirgemeyen, dgrencisi
olmaktan her zaman gurur duyacagim tez danigmanim sayin Prof. Dr. Oktay
KESKIN hocama sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Calismamin uygulama siirecinde
hi¢bir zaman desteklerini esirgemeyen Ana Bilim Dali’miz 6gretim iiyeleri Prof. Dr.
Osman Yasar TEL’e, Prof. Dr. Sevil ERDENLIG GURBILEK’e, Dr. Ogr. Uyesi
Ahmet Murat SAYTEKIN’e, Dr. Ogr. Uyesi Ayfer GULLU YUCETEPE'ye
siikranlarim1 sunarim. Ayrica ¢alismada bilimsel desteklerini esirgemeyen Istanbul
Pendik Veteriner Kontrol Enstitliisi WOAH Mycoplasma Referans Laboratuvarina
tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PNOMONILI KOYUN AKCIGERLERINDE MYCOPLASMA TURLERININ MOLEKULER
OLARAK ARASTIRILMASI

HABIP SACILIK

HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINER MiKROBiYOLOJi ANA BiLiM DALI

Tez Damisman: Prof. Dr. OKTAY KESKIN
Yil: 2025, Sayfa : 35

Bu ¢aligmada, Sanlhurfa’da mezbahanede kesilen koyunlarin akcigerlerinde makroskopik olarak tespit
edilen pnoémoni lezyonlarindan Mycoplasma tiirlerinin varliginin molekiiler tekniklerle arastirilmasi
amaclandi. Bu amagcla Siverek bdlgesinde, mezbahanede 10 farkli siiriiden kesim sonrasinda
akcigerlerinde makroskobik lezyonlar bulunan 10’ar akciger olacak sekilde toplam 100 adet akciger
numunesi alindi. Soguk zincirde Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim
Dali Laboratuvarina getirildi ve pnomoni olarak degerlendirilen 6rneklerden biri direkt PCR’da
kullanilmak iizere dokudan DNA ekstraksiyonu i¢in, digeri ise kiiltiir-PCR yontemi ile inceleme igin
iki seri 6rnek alindi. Doku drneklerinden ve ayni zamanda da ekim yapilan besi yerlerinden DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen DNA oOrnekleri, tiir spesifik primer ¢iftleri kullanilarak
muhtemel tirler M. ovipneumoniae, M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp.
capripneumoniae, M. capricolum subsp. capricolum, M. agalactiae ve M. arginini agisindan PCR
teknigi ile test edildi. Sadece kiiltlir-PCR ile bes 6rnek (%5) M. mycoides subsp. capri yoniinden
pozitif olarak degerlendirilirken, hem direkt hem de kiiltiir -PCR tekniklerinde arastirilan diger
mikoplazma tiirleriyle iliskili pozitif sonu¢ elde edilmedi ve hepsi negatif olarak degerlendirildi.
Caligmada kiiltlir-PCR tekniginin etkeni saptamada dokudan direkt PCR teknigine gore daha avantajl
oldugu goriildii. Sonu¢ olarak bolgedeki pndmoni vakalarinda etiyolojik olarak M.
mycoides subsp. capri’nin rolii oldugu rolii oldugu kanisina varildi.

ANAHTAR KELIMELER: Akciger, Koyun, Mikoplazma, Pnémoni, PCR.



ABSTRACT

MASTER THESIS

MOLECULAR INVESTIGATION OF M YCOPLASMA SPECIES IN SHEEP LUNGS WITH
PNEUMONIA

HABIP SACILIK

HARRAN UNIVERSITY
RADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES
DEPARTMENT OF VETERINARY MICROBIOLOY

Thesis Supervisor: Prof. Dr. OKTAY KESKIN
Year: 2025, Page : 35

In this study, it was aimed to investigate the presence of Mycoplasma species in macroscopically
detected pneumonia lesions in the lungs of sheep slaughtered in Sanlmrfa slaughterhouse by
molecular techniques. For this purpose, a total of 100 lung samples were taken from 10 different
flocks with macroscopic lesions in their lungs after slaughter in the slaughterhouse in Siverek region.
The samples were brought to Harran University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of
Microbiology Laboratory in cold chain and two serial samples were taken from the samples that were
evaluated as pneumonia, one for DNA extraction from tissue to be used in direct PCR and the other
for examination by culture-PCR method. DNA was isolated from the tissue samples and also from the
cultured media. The DNA samples were tested for the possible species M. ovipneumoniae, M.
mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp. capripneumoniae, M. capricolum subsp. capricolum, M.
agalactiae and M. arginini by PCR using species-specific primer pairs. Five samples (5%) were
positive for M. mycoides subsp. capri by culture-PCR only, while no positive results were obtained
for the other mycoplasma species investigated by both direct and culture-PCR techniques and all were
negative. In the study, culture-PCR technique was found to be more advantageous than direct PCR
technique in detecting the causative agent. In conclusion, M. mycoides subsp. capri were the etiologic
agent in pneumonia cases in the region.

KEYWORDS: Lung, Mycoplasma, Pneumonia, PCR, Sheep.

i



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1.
Ornekleri

Sekil 4.1. M. mycoides subsp. capri -spesifik 195 bp PCR amplikonlarinin agar jel (%1.5)

Numune alinan ve makroskobik olarak pnémoni bulgulari goriilen akciger

elektroforez goriintiisii. 2 ve 11 pozitif kontrol, 3 ve 10 Negatif kontrol, 8 100 bp DNA ladder, 1, 4, 9,

12 ve 13 pozitif bulunan 6rnekler, 5, 6, 7 ve 14 negatif 6rnekler
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CiZELGELER DIiZiNi

Cizelge 3.1. Calismada arastirilan gen bolgelerinin tespiti igin kullanilan primerler. ..................... 15
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KISALTMALAR
bp : Base pairs
CCPP : Contagious Caprine Pleuropneumonia
dk : Dakika
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
g : Relative Centrifuge Force
Mccp : Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae
MgCI2 : Magnezyum kloriir
mL : Mililitre
mM : Milimolar
nm : Nanometre
PBS : Phosphate Buffered Saline
PCR : Polymerase Chain Reaction
pH : Power of Hydrogen
PI3V : Parainfluenza-3 viriisii
Pmol : Pikomol
PPLO : Pleuro Pneumonia Like Organism
RSV : Respiratuar Sinsityal Viriis
s : Saniye
SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
TAE : Tris Acetate EDTA
Taq : Thermits aquaticus
V : Volt
WOAH : World Organisation for Animal Health
pg : mikrogram

pL : Mikrolitre

vi
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1. GIRIS

Tiirkiye'nin cografi yapisi, iklim kosullar1 ve sosyoekonomik yapisi, kiigiikbas
hayvan yetistiriciligini oldukca elverigli kilmaktadir. Kiiclikbag hayvan yetistiriciligi,
diger hayvancilik tiirlerine gére maddi kazang acisindan daha avantajli olup, ayn
zamanda daha kolay bir yetistiricilik siireci sunmaktadir. Ozellikle kegiler, tarima ve
diger ruminant yetistiricilik faaliyetlerine uygun olmayan arazileri, makilik ve
kayalik bolgelerini daha etkili bir sekilde degerlendirme kapasitesine sahiptirler
(Rainey ve ark., 2015).

Koyun yetistiriciligi, hem iilkemizde hem de diinya genelinde ekonomik
acidan bliyiik bir 6neme sahiptir. Tiirkiye'nin cografi sartlar1 ve zengin bitki Ortiisii,
koyun yetistiriciligi icin ideal bir ortam sunmaktadir. Koyunlar, et, yiin ve siit gibi
bircok yonden degerli {riinler saglayarak ciftgilere c¢esitli gelir kaynaklar
sunmaktadir. Bu hayvanlar, uygun olmayan mera alanlar1 ve zorlu iklim kosullarina
dahi kolaylikla uyum saglayabilme yetenekleri ile bilinir. Koyun yetistiriciligi, yeni
1 kurma asamasinda diisiik maliyetlerle baslanabilen bir sektordiir. Ayrica,
koyunlarin yiliksek oranda yemden yararlanabilme yetenekleri ve bakim-beslenme
ihtiyaclarinin ineklere gore daha az olmasi, ciftciler icin cekici kilan faktorler
arasindadir. Koyun yetistiriciligi, sadece ekonomik degil, ayn1 zamanda cevresel ve
sirdiiriilebilir tarim uygulamalarina da katki saglamaktadir. Bu nedenle, koyun
yetistiriciligi, tarimsal faaliyetlerde gesitlilik arayan girisimciler tarafindan siklikla
tercih edilmektedir. (Kaymakg1 ve ark., 2000; Colpan, 2008; Giinaydin, 2009).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Akcigerler, metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan enerjinin {iretilmesi
amactyla kullanilacak oksijeni atmosferden viicuda alarak kan dolasimina tasimak ve
metabolik faaliyetlerin sonucunda olusan karbondioksiti viicuttan uzaklastirmakla
gorevli temel organdir (Guyton, A.C. ve Hall, J.E. 2007; Parent, 2015). Akcigerlerin
genis ylizey alanina sahip olmasi, fizyolojik gorevi olan gaz aligverisi i¢in kritik bir
oneme sahiptir. Ancak bu durum, ayn1 =zamanda atmosferde bulunan
mikroorganizmalar, alerjenler, ozon, azot oksit, azot dioksit ve endiistriyel
kaynaklardan salinan partikiiler maddelere maruziyetin artmasmma da neden
olmaktadir (Parent, 2015). Akcigerler, icerdikleri savunma mekanizmalar1 sayesinde
organizma i¢in zararl olan ¢esitli etkenleri hizla uzaklastirarak hastalik olusumunu
onleyebilmektedir. Dogustan gelen lokal savunma sistemleri olmasina ragmen, ¢esitli
cevresel stres faktorlerine karsi, 6zellikle siitten erken kesme, yetersiz yem, uygun
olmayan barinma kosullar1 ve iklim degisikligi gibi etkenlere oldukca duyarlidir.
Solunan ortamdaki ani degisiklikler, lokal savunmay1 baskilayabilir ve bu durum
akcigerleri infeksiy6z mikroorganizmalara (bakteri, mikoplazma, viriis ve mantarlar)
karst daha duyarli hale getirebilir (Dag ve ark., 2018; Dar ve ark., 2014; Kiran, 1990;
Oruc, 20006).

Pnoémoniye neden olan birgok patojenik bakteri tiirii bulunmaktadir.
Pnomonili akcigerlerden en sik Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
Mycoplasma spp., Escherichia coli, Actinomyces pyogenes, Streptococcus spp. ve
Staphylococcus spp. bakterileri izole edilmistir (Azizi ve ark., 2013; Gilmour ve ark.
1982; Kiran ve ark., 1993; Oruc, 2006).

Kii¢iik ruminantlarda mikoplazmal pnomonilerin etiyolojik ajanlar1 arasinda
bircok mikoplazma tiirii bulunmaktadir. Bunlar arasinda M. mycoides subsp.
mycoides LC, M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp. capricolum, M.
capricolum subsp. capripneumoniae, M. arginini, M. agalactiae ve M.
ovipneumoniae gibi tiirler yer almaktadir. Bu tiirler, kiiclik ruminantlarda solunum
yolu infeksiyonlarina ve pndmoniye neden olabilirler ve saglik sorunlarina yol
acabilirler (Adehan ve ark., 2006; Ikheloa ve ark., 2004; Nicholas ve ark., 2008,
Respiratory diseases of small ruminants).

Mikoplazmal infeksiyonlar, 6zellikle koyun ve kecilerde, ciddi ekonomik
kayiplara neden olabilir. Bu infeksiyonlar genellikle zayiflama sonucu karkas

agirhigmin  diisiik olmast ve infertilite gibi sorunlara yol acabilir. Ayrica,
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mikopazmalarin koyun ve kegilerde pndmoni ve ploropnémoni gibi solunum yolu
hastaliklarini tetikleyebildigi bilinmektedir. Bu tiir infeksiyonlar hayvanlarin genel
sagligimi  olumsuz yonde etkileyebilir ve {iretim verimliligini diisiirebilir.
Mikoplazmalar MAKePS sendromuna (mastitis, artritis, keratokonjuktivitis,
pndmoni ve septisemi klinik belirtilerinin bir arada goriilmesi) neden olur (Kumar ve
ark., 2011; Thiaucourt ve Bolske, 1996).

Genellikle infeksiyonlar, duyarli bireyler arasinda dogrudan temas veya
infekte olmus hayvanin viicut sivilariyla temas yoluyla yayilir. Agiz, burun ve goz
akintilar1 ile genital salgilar, infeksiyonlarin yayilmasinda 6nemli rol oynar.
Mikoplazmalar, tipik olarak saglikli goriinen tasiyict hayvanlarin araciligiyla yayilir.
Bu durumda hayvanlar infekte olmus olabilir ancak belirgin semptomlar
gostermeyebilir. Bu tastyicilar, infeksiyonu bulagtirabilir ve yayilmasina katkida
bulunabilirler. Bu nedenle, mikoplazmalarin kontrolii ve infeksiyonun yayilmasinin
Onlenmesi, saglikli siirli yonetimi ve hijyen uygulamalariyla yakindan iligkilidir
(Kumar ve ark., 2011).

Kiigiik ruminantlarda, 6zellikle kuzular ve oglaklar arasinda, mikoplazmalarin
neden oldugu pnémoni ve pléropndmoni olaylari énemli bir saglik sorunudur. Bu
olaylar genellikle mikoplazma infeksiyonlar1 tek basina veya diger patojenlerle
birlikte ortaya c¢ikabilir. Yetistirme yapilan isletmenin fiziki kosullari, alinan
koruyucu tedbirler, bakim ve besleme sartlar1 ile g¢evresel faktorler, kuzu ve
oglaklardaki pnomoni vakalarmin sikligimi ve siddetini etkileyebilir. Diinya
genelinde bu tiir olaylara sikga rastlanmaktadir ve morbidite (hastaliga
yakalananlarin orani) ve mortalite (6liim orani) oldukg¢a yiiksek olabilir (DaMassa ve
ark., 1987; Hernandez ve ark., 2006; Nicholas, 2002).

Koyunlardaki mikoplazma pnémonileri genellikle, subklinik
bronkointerstisyel pndomoniye neden olan M. ovipneumoniae'den kaynaklanir. Bu
etkenin akcigerleri Mannheimia haemolytica ve Parainfluenza-3 viriisiine duyarl
hale getirdigi distiniilmektedir (Nicholas ve ark., 2008, Ovine mycoplasmal
infections). M. arginini, koyun ve kecilerde kendi basina énemli bir patojen olarak
etki  gosterirken, Mannheimia haemolyticanin  infeksiyona dahil olmasi
akcigerlerdeki patolojik hasarin artmasina neden olabilir (Lin ve ark., 2008; Nicholas
ve ark., 2008 Ovine mycoplasmal infections). Hasta koyun ve kuzularin solunum
mukozasindan  ve  akcigerlerinden M. agalactiae, M. capricolum
subsp. capripneumoniae, M. mycoides subsp. capri, M. arginini ve M. capricolum

subsp. capricolum izole edilmistir (Kilic ve ark., 2013). Mikoplazma salginlari,

3
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Ozellikle pazarda satilan kuzularda 6zellikle yaz aylarinda yiiksek sicakliga maruz
kalan hayvanlarda meydana gelmektedir. Gen¢ kuzularda akut hastalik belirtileri
gozlenirken, yetiskinlerde genellikle kronik bir infeksiyon sekillenir (Bell, 2008).
Infeksiyon, kuzularda gelisme geriligi yaninda degisken derecelerde mortaliteye de
neden olmaktadir. Oliim, plorit, pulmoner apse ve akut fibrinli bronkopnémoni gibi
komplikasyonlar sebebiyle meydana gelmektedir (Kilic ve ark., 2013). Makroskobik
olarak; kranial loblarda kirmizimsi atelektazik alanlar, hepatize alanlar ve bu alanlar1
orten plorada fibrin, kaudal loblarda interstisyel pndmoni bulgular1 gdzlemlenebilir.
Lezyonlarin kesit ylizeyinden 6dem sivisi sizabilir ve ayrica gri-beyaz nodiiller
bulunabilir. Mikroskobik olarak ise bronkointerstisyel pnomoni bulgular1 dikkat
ceker (Ettorre ve ark., 2007; Kilic ve ark., 2013; Lin ve ark., 2008). Koyunlar,
pulmoner mycoplasmozlara kecilerden daha az duyarhdir. Bu tiirde, mikoplazma
infeksiyonlarinin s6z konusu oldugu durumlarda agalaksi en belirgin semptomdur.
M. agalactiae en sik izole edilen mikoplazmadir ancak M. mycoides subsp. mycoides
LC veya M. capricolum subsp. capricolum da bildirilmistir. M. agalactiae bir

calismada solunum yollarinda da bulunmustur (Taoudi ve ark., 1987).

2.1. ETiYOLOJi

Mikoplazma, Tenericutes subesinde yer alan Mollicutes (Latince
"mollis"=yumusak, "cutis"=deri) smifinin Mycoplasmatales dizisinde konumlanan
Mycoplasmataceae familyasinda bulunan bir cinsidir. ilk olarak sigirlarin Pleuro
Pneumonia olgularindan izole edilen etken, Pleuro Pneumonia Like Organism
(PPLO) olarak adlandirilmis ve 1929 yilinda mikoplazma olarak resmi bir isim
almigtir. Bu mikroorganizma, Asterecoccus ve Anulomyces gibi adlarla da anilmigtir
(Aydin ve ark. 2006; Giilli Yicetepe, 2023). Mollicutes sinifinda, hayvanlarda
mikoplazma, iireaplasma, acholeplasma, anaeroplasma ve asteroplasma cinsleri
vardir. Ozellikle mikoplazma ve iireaplasma hayvanlarda daha patojeniktir (Ruffin,

2001).

Mikoplazma tiirleri, peptidoglikan sentezleyemedikleri i¢in hiicre duvarina
sahip degillerdir. Bunun yerine, ii¢c katmanli, lipidlerden (fosfolipid, glikolipid,
lipoglikan, steroller), karbonhidrat ve proteinlerden olusan esnek bir unit
membranlart bulunmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle pleomorfiktirler, yani degisken
morfolojik yapiya sahiptirler. Hiicre duvari sentezini engelleyen penisilin ve

tirevlerine karsi direnglidirler. mikoplazmalar hareketsiz, kapsiilsiiz ve sporsuz
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mikroorganizmalardir ve prokaryotik hiicreler i¢inde en kiiciik olanlardir. Genellikle
hareketsiz olsalar da, bazi tiirlerde kayma hareketi gosterebilirler. Hiicre g¢aplari
300-800 nm arasinda degisir ve hiicre duvari olmamasi nedeniyle ultra filtrasyona
uygun hale gelirler. Gram negatif 6zellik gostermelerine ragmen, anilin boyalariyla
zor boyanirlar. Casteneda, Macchiavello ve Giemsa gibi 6zel boyama yoOntemleri
kullanilarak boyama islemi gerceklestirilir (Rainey ve ark., 2015; Aydin ve ark.,
2006; Quinn ve ark., 2018). Mikoplazma etkenini izole etmek icin kullanilacak
besiyerine, kolesterol gereksiniminden dolay1r %20 at serumu eklenmeli ve ayrica
tremenin artirilmast i¢in maya ekstrakti ile DNA veya diger niikleotidler
katilmalidir. Gram pozitif bakteri kontaminasyonunu 6nlemek i¢in penisilin G, gram
negatif bakteri ve mantarlarin tiremesini engellemek icin ise thallium asetat ilave
edilmelidir. Optimal pH degeri 7.2-7.8 olmalidir. Herhangi bir pH degisikligi,
mikoplazma'larin liremesini etkileyebilir. Seker fermentasyonu nedeniyle pH'nin
6.5'in altina dismesi veya pH'nin 8.0'in {stiine ¢ikmasi, etkenin {iremesini
sinirlayabilir ve hatta 6liimiine neden olabilir (Rainey ve ark., 2015; Aydin ve ark.,
2006; Nicholas ve ark., 2008 Mycoplasma diseases of ruminants; Quin ve ark.,
2018). Mikoplazma kolonilerini, penisilin ve benzeri maddelere maruz kalarak hiicre
duvari sentezi engellenmis olan bakterilerin olusturdugu L formlarindan ayirmak i¢in
Dienes boyama yontemi kullanilabilir. Dienes boyasi ile boyanmis L formu
kolonileri 15 dakika i¢inde dekolore olurken, mikoplazma kolonileri dekolore olmaz.
Antibakteriyel madde icermeyen bir ortamda ise L formu kolonileri, ait olduklari
etkenin koloni morfolojisini gosterirken, mikoplazma kolonileri goriintimlerini
korurlar. Mikoplazma etkenleri embriyolu yumurtalarda ve hiicre kiiltiirlerinde de
iretilebilir (Aydin ve ark., 2006).

2.1.1. M. arginini

M. arginini, koyun ve kecilerde c¢esitli organ ve bolgelerden izole edilebilen
bir tlirdiir (Jones ve ark., 1983). Solunum yolu hastalig1 siiphesi ile dlen kiiciikbas
hayvanlarin bir¢cogunda genellikle tek basina izole edilen bir mikoplazma etkenidir
(Fernandezve ark., 2016; Olaogun ve ark. 2015). Bazi keratokonjuktivitisli
koyunlardan da izole edilmistir (Leach, 1970). Koyunlarda pnémoniye bagli olarak
akciger, ag1z ve yemek borusunda bulgular olugsmustur. Ayrica, M. arginini kegilerin
eklemlerinden izole edilmis ve genital organlar, g6z ve kulak gibi diger organlardan
da tespit edilmistir (Fernandezve ark., 2016). M. arginini’ye immun yanit ¢abuk
olusur ve mikoplazmalar1 solunum yollarindan temizler (Sheikh-Omar ve Muttalib,
1985). Genel olarak M. arginini, infeksiyonu izleyen yangisal yanit sonucunda

elimine edilmektedir. Bu etken, erken donemde elimine edilse de, infeksiyonun
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akcigerlerde ilk lezyon olusumunu tetikledigi ve Pasteurella gibi diger patojenlerin
akcigerlere yerlesmesine olanak tanidigi diisiiniilmektedir (Buddle ve ark., 1990).
Bununla beraber M. arginini ile deneysel olarak intratrakeal, deri alti ve kas ici
yollarla yapilan inokulasyonlarda solunum hastalig1 gelistirilememis ve bu nedenle
de kegiler i¢in patojen olmadigi diistiniilmektedir (Abubakr ve ark., 1981).

2.1.2. M. capricollum subsp. capripneumonie (CCPP)

Bulasic1 keci pleuropndmonisi (Contagious Caprine Pleuropneumonia -
CCPP), kecilerde 6nemli bir solunum yolu hastaligidir. Hastaligin ilk klinik tanima,
1873 yilinda Cezayir'de meydana gelen ve bilylik zarar veren keci hastaligi olarak
rapor edilmistir. CCPP (Kegi ciger agrisi) , M. capricolum subsp. capripneumoniae
adli mikoplazma tiirii tarafindan neden olunan bir hastaliktir (Lorenzon ve ark., 2002;
Thomas, 1873).

M. capricolum subsp. capripneumoniae, ruminantlar1 enfekte eden ve ¢oklu
fenotipik veya genomik ozellikleri paylasan alti mikoplazma alt tiirlinden olusan

mycoides "kiimesi"ne aittir (Cottew ve ark., 1987).

Mycoides alt grubu Capricolum alt grubu

M. mycoides subsp. mycoides M. capricolum subsp. capricolum
biotype SC

M. mycoides subsp. mycoides M. capricolum subsp.
biotype LC capripneumoniae

M. mycoides subsp. capri M. sp. leachii 7. Grubu

Keci Ciger Agrisi, kecilerde yiiksek morbidite(%100) ve mortalite(%80) ile
seyreder (Cordy ve ark., 1995). Keci ciger agrisi, ozellikle kegilerde patojeniktir
ancak koyunlarda, sigirlarda ve alp kegilerinde de goriilebilir. M. capricolum subsp.
capripneumoniae tarafindan neden olan bu hastalik, 6zellikle Orta Dogu, Afrika ve
Asya'daki keci yetistiriciligi yapan iilkelerde ciddi ekonomik kayiplara neden olur.
Hastalik, genellikle solunum yoluyla bulasir ve 6zellikle gen¢ hayvanlarda 6liimciil
olabilir (WOAH, 2014). Gelismis iilkelerde, keci ciger agris1 gibi bulasici
hastaliklara sahip hayvanlar genellikle itlaf edilir. Bu 6nlem, hastaligin yayilmasimni

onlemek ve hayvan sagligini korumak i¢in alinir. Bu tiir adimlar, hastaligin kontrol
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altina alinmasina ve ekonomik kayiplarin en aza indirilmesine yardimeci olabilir
(Parray ve ark., 2019). Yaygin olarak goriilen semptomlar; yiiksek ates (41-43°C)
ancak hayvanlar beslenmeye ve gevis getirmeye devam eder, depresyon, yliriimede
isteksizlik, nefes darligi, uyusukluk, beslenmede yetersizlik, agrili agz1 acik sekilde
soluk alip verme, siddetli Oksiiriik, lifli tiikiiriik, burun akintisi, homurdanma, son
asamalarda hayvanlar hareket edemez ve bacaklar:1 birbirinden ayr1 durur, boyunlari
gergindir, agizlarindan siirekli salyalar akar ve burunlar1 mukoprulent bir akintiyla
tikanir. 7-10 giin icinde 6lim sekillenir, gebe kecilerde abort sik goriiliir (WOAH,
2014).

Akcigerlerde goriilen histopatolojik degisikliklerin en belirgini akut diffuz
interstisyel pnomonidir (Cordy, 1984). M. capricolum subsp. capripneumoniae'nin
neden oldugu keg¢i ciger agrisinda alveollerde yiiksek proteinli 6dem sivisi birikimi
goriilebilir. Ayrica, alveoller ve alveol duvarinda monosit-makrofaj birikimi de
saptanabilir. Bu durum, genellikle pndmoniye yol acabilir. Hastalik ayrica akut
fibrinopurulent artrit ve vaskiiler tromboz gibi komplikasyonlarla iligkilendirilebilir.
Trombiisler, akciger, adrenal bezler, dalak, kalp, meninks ve karaciger gibi
organlarda gbzlemlenebilir. Bu belirtiler, hastaligin ciddiyetini ve etkilerini gosteren

onemli bulgulardir (DaMassa ve ark., 1983).

2.1.3. M. mycoides subsp. capri

Bulasic1 kegi pleuropnémonisi, M. capricolum subsp. caprinin neden oldugu
bir hastaliktir. Bu hastalikta, infekte hayvanlarda yiiksek ates ve istahsizlik gibi
belirtiler goriilebilir. Hastaligin biiylik lezyonlar1 genellikle akciger, pleura ve
perikardla smirlidir. Akciger loblarinda farkli derecelerde hepatizasyon (akciger
dokusunun konsolidasyonu) goriilebilir. Akciger genellikle fibrinle kaplidir ve asir1
gbgiis sivist ve fibrindz perikardit yaygindir. Ozellikle bronsial, mediastinal,
mandibular ve retrofarengeal lenf diiglimleri genislemis, ddemli ve hemorajiktir.
Histopatolojik olarak akciger ddemi, akut purulent pleuritis (iltihapl plevra zarinin
akut iltihab1) ve akut piyojenik bronkopndmoni (bronslarin ve akciger dokusunun
akut iltihab1) goriilebilir. Bu belirtiler, hastaligin patolojik ve klinik 6zelliklerini

gosteren onemli bulgulardir (Jones ve Wood, 1988).

2.1.4. M. mycoides subsp. mycoides

Bulasict sigir pleuropndmonisinin etkeni M. mycoides subsp. mycoides'tir ve
sigirlarda oldukca yikici bir hastalik olusturabilir. Bu hastalik sigirlarda eradike

edilmis olsa da, halen bazi bolgelerde goriilebilmektedir. Keg¢i kdkenli mikoplazma

7



ONCEKIi CALISMALAR Habip SACILIK

tirleri, sigirlardaki hastalikla serolojik olarak ayirt edilemez ve kegilerde ciddi

hastaliklara neden olabilir.

M. mycoides subsp. mycoides genellikle morfolojik ve kiiltiirel 6zelliklere
dayanarak biiyiik koloni ve kiigiik koloni tiplerine ayrilir. Ke¢i biyotipleri genellikle
sigir biyotiplerinden daha saglam kiiltiirel 6zelliklere sahiptir. Bu biyotipler, agar
tizerinde daha bliyiikk bir capa ulasabilir, siv1 i¢inde daha kapsamli bir sekilde
biiyiiyebilir, serumu ve kazeini daha iyi sindirebilir ve 45°C'de daha uzun siire
hayatta kalabilir (Cottew ve Yeats, 1978).

2.1.5. M. agalactiae

Hastaligin etken maddesi M. agalactiae, 1923 yilinda Bridre ve Donatien
tarafindan bilinen ikinci mikoplazma tiirii olarak izole edilmistir. Ik olarak 1931'de
Wroblewski tarafindan Anulomyces agalaxie olarak adlandirilmis ancak 1957'de
yeni kurulan mikoplazma taksonomisine goére adi Freund tarafindan M. agalactiae
olarak degistirilmistir. Dogal kosullar altinda, M. agalactiae i¢in en yaygin
organizmaya giris yollart agiz, solunum veya meme yollaridir. Agiz yoluyla enfekte
olmus hayvanlarda, birincil yerlesme ve ardindan istila yerinin ince bagirsak oldugu
varsayilir. Bu varsayim, M. agalactiaemin deneysel infeksiyondan sonra rektal
siiriintiilerden ve hayvanlarin ince bagirsaklarindan izole edildigi calismalarda
dogrulanmistir (Lambert, 1987; Migliore ve ark., 2024).

Siit Uretiminde diisiis veya tam kayip anlamma gelen 'agalactia' olarak
adlandirilmasina ragmen, M. agalactiaemin neden oldugu hastalik, klinik belirtiler
acisindan siit veren inekler veya meme ve meme bezi ile sinirli degildir. Hastalik
genellikle mastitis (meme iltihab1), artritis (eklem iltihab1), keratokonjunktivitis (g6z
iltihab1), pnomoni (akciger iltihab1) ve septisemi (kan zehirlenmesi) gibi MAKePS
kisaltmasi ile ifade edilen belirtiler gosterebilir. (Thiaucourt ve Bolske, 1996). M.
agalactiae'nin neden oldugu hastalik, ilk olarak siit veriminde diisiise yol acar ve
daha sonra morbidite (hastaliklilik) ve mortalitede (6liim orani) artisa neden olabilir.
Bu hastalik, akut formda oldugu kadar kronik formda da hayvan refahi i¢in ciddi bir
tehdit olarak kabul edilir. Klinik belirtiler spesifik olmadigindan, M. agalactiae
salgini laboratuvar testleri yapilmadan dogrulanamaz. Agalactiae infeksiyonunun ana
ajan1 M. agalactiae iken, li¢ alt etken daha vardir: M. mycoides subsp. capri, M.
capricolum subsp. capricolum ve M. putrefaciens (Nicholas ve ark., 2008
Contagious agalactia). Pndmoni yetiskinlerde daha az siklikla goriiliir (Bergonier ve
ark., 1997).
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2.1.6. M. ovipneumonie

M. ovipneumoniae, koyunlarda solunum yolu hastaligina neden olan 6nemli
mikoplazmalardan biri olarak kabul edilir. Bu mikroorganizma, kronik hastaliklarin
etiyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Koyunlarda solunum yolu hastaliklarinin yan
sira, M. ovipneumoniae'nin infeksiyonlar1 genellikle hafif seyirli olabilir ancak
kroniklesebilir ve hayvanlarda siirekli olarak solunum sorunlarina neden olabilir. Bu
nedenle, koyun yetistiriciliginde bu mikroorganizmanin kontrolii énemli bir konudur
(Nicholas ve ark., 2008 Ovine mycoplasmal infections). Mikoplazma infeksiyonuyla
iligkilendirilen dolayli ekonomik kayiplar ve infertilite, yiiksek morbidite ve bazen
mortalite ile iliskilidir. Bu infeksiyonlar genellikle akut/subakut veya kronik
pnomoniye neden olabilir. Hastalikli veya tasiyicit hayvanlardan salgilanan salgilar,
yakin temas halindeki hayvanlardan infekte damlaciklarin solunmasi yoluyla
hastaligin siirliler arasinda siirmesinde ve yayilmasinda 6énemli bir role sahiptir. Bu
nedenle, mikoplazma infeksiyonlariyla miicadelede Onleyici tedbirler almak ve
hastaligin kontrol altina alinmasi biiyiik 6nem tasir (Hernandez ve ark. 2006). M.
ovipneumoniae koyunlarda atipik pnomoni i¢in etiyolojik bir ajan olarak tespit
edilmistir (Jones ve ark. 1983). Nekropsi bulgularinda, yaygin alveoler kanama ile
birlikte yaygin hemorajik pndmoni goriilebilir. Akcigerde belirgin pleurit, sarimsi
stvinin plevral eflizyonu ile gri veya kirmizi konsolidasyon alanlar1 ve etkilenen
yiizeylerin kesitlerinde hepatizasyon ile ince graniiler doku ortaya ¢ikabilir (Awan ve
ark., 2010).

2.2. TESHIS

Mikoplazma infeksiyonlarin teshis edilmesinde genellikle direkt ve indirekt
yontemler kullanilmaktadir. Teshiste klasik olarak kullanilan yontemler direkt
(konvansiyonel) yoOntemler; etken izolasyonu ve identifikasyonuna, klinik ve
nekropsi  bulgulari, dokularda etkene ait antijenlerin  gosterilmesi ig¢in
immunohistokimyasal ve serolojik testlerdir (Margineda ve ark., 2017; Neder ve ark.,
2019). Mycoplasma spp. i¢in klinik bulgularin spesifik olmamasi, bu enfeksiyonlarin
izolasyon ve identifikasyonu i¢in laboratuvar teshisini zorunlu kilar (Nicholas ve
Ayling, 2003). Mikoplazmalarin laboratuvar tanisi i¢in, infeksiyondan siiphelenilen
hayvanlardan alinacak Orneklerin dikkatlice secilmesi gerekmektedir. Bu amagla,
antibiyotik tedavisi uygulanmamis, canli veya agoni durumundaki hayvanlardan,
oliimlerinden hemen sonra alinmis ve dondurulmus organ, doku ve solunum yolu
eksudatlarindan svab Ornekleri alinabilir. Mikoplazma infeksiyonlarinda; kiiltiir

yonteminin kullanilmasi kesin teshis i¢in kabul gérmesine ragmen, bu metodun ¢ok
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uzun zaman almasi, kontaminasyon riskinin olusmasi ve etkenin izolasyonu igin
canli olmast gerekliligi bu metodun dezavantajlar1 olarak belirtilmistir. Ayrica
etkenlerin hassasiyetinden dolayr numunenin alinmasi ve laboratuvara ulastirlmasi
0zel hassasiyet gerektirir (Faburay ve McVey, 2022). Kiiltiirde pozitif sonuglarin
saptanmas1 genelde 4 ila 7 giin slirmesine ragmen, kesin negatif sonuclarin
belirlenmesi i¢in 30 giinliik bir periyodun ge¢mesi gerekmektedir (Esendal, 2002;
Salisch ve ark. 1998). Ayrica, mikoplasma tiirlerinin embriyolu yumurta ve hiicre
kiltlirii gibi in vivo ortamlarda tiretimi de miimkiindiir (Nicholas ve ark., 2008,
Bovine respiratory disease). Etken izolasyonunun gii¢ oldugu yiiksek dozda
antibiyotik tedavisi yapilan ve kronik enfeksiyon durumlarinda genellikle serolojik
testler kullanmighdir (Nicholas ve Ayling, 2003). Mikoplazmaya karsi1 antikorlarin
tespiti i¢cin ELISA’nin oldukga spesifik ve hassas oldugu gosterilmistir (Wawegama
ve Browning, 2017). Bu klasik yontemler her zaman ig¢in basarili sonuglar
vermediginden, etkenin genetik materyallerini saptayan PCR gibi molekiiler teshis
metodlar1 daha siklikla kullanilmaktadir (Esendal, 2002; WOAH, 2018).

Mikoplazma tiirlerini klasik kiiltlir yoluyla 6rneklerden tanimlamak i¢in farkli
iilkelerde birka¢ geleneksel PCR yontemi gelistirilmistir. Tani i¢in PCR testleri
birgok laboratuvarda rutin olarak kullanilmaktadir ve son derece hassastir.
Konvansiyonel Kkiiltiir metotlariyla karsilastirildiginda Mikoplazmanin PCR ile
identifikasyonu daha kisa siirede gergeklestirilmektedir. PCR testleri yapilirken
konservatif ve spesifik gen sekanslarinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Klinik
numuneler tizerinde gergeklestirildiklerinde hizli bir erken uyar1 sistemi saglayabilir
ve sonuglar pozitif ¢iktiginda tam bir aragtirma yapilmasina olanak tanir. PCR,
kiltiir, ELISA, ntikleik asit hibridizasyon, sodyum dodesil siilfat— poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) gibi c¢esitli tan1 yontemleri karsilagtirildiginda PCR’in
daha hassas ve spesifik bir yontem oldugu belirtilmektedir (Akan ve ark., 2014;
Onat, 2011).

Bu tez ¢alismasinda pndmonili koyun akcigerlerinden mikoplazma tiirlerinin

molekiiler olarak PCR teknigi ile arastirilmasi amaglandi.

Mycoplasma tiirlerini klasik kiiltiir yoluyla 6rneklerden tanimlamak i¢in farkli
iilkelerde birka¢ geleneksel PCR yontemi gelistirilmistir. Tani igin PCR testleri
birgok laboratuvarda rutin olarak kullanilmaktadir ve son derece hassastir.
Konvansiyonel Kkiiltiir metotlariyla karsilastirildiginda Mikoplazmanin PCR ile
identifikasyonu daha kisa siirede gergeklestirilmektedir. PCR testleri yapilirken

konservatif ve spesifik gen sekanslarinin elde edilmesi amaglanmaktadir. Klinik
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numuneler tizerinde gergeklestirildiklerinde hizli bir erken uyar1 sistemi saglayabilir
ve sonuglar pozitif ¢iktiginda tam bir aragtirma yapilmasina olanak tanir. PCR,
kiiltiir, ELISA, ntikleik asit hibridizasyon, sodyum dodesil siilfat— poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) gibi c¢esitli tan1 yontemleri karsilastirildiginda PCR’in
daha hassas ve spesifik bir yontem oldugu belirtilmektedir (Akan ve ark., 2014;
Onat, 2011).

Bu tez calismasinda pnomonili koyun ve kegilerin akcigerleirnden izole

edilecek olan mikoplazma tiirlerinin molekiiler olarak tiplendirilmesi amaglandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Bu arastirma konusunun etik kurul denetimine tabi olmadigi Harran
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 10/03/2023 tarih ve
2023/001-01 ile 24/12/2024 tarih ve 2024/008/01-10 nolu kararinda belirtilmistir.

3.1.1. Doku Ornekleri

Bu calismada Siverek bolgesinden, 2023 yili Nisan-Haziran aylarinda
mezbahanede kesim sonrasinda akcigerlerinde makroskobik lezyonlar bulunan 10
farkl: siiriiden 10’ar akciger olacak sekilde toplam 100 adet akciger numunesi alindi.
Soguk zincirde Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim

Dali Laboratuvarina getirildi.

Sekil 3.1. Numune alinan ve makroskobik olarak pndmoni bulgulari goriilen akciger
ornekleri

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada dokulardan mikoplazma etkenlerinin kiiltiire edilmesi amaciyla

Mycoplasma Broth (Himedia, Hindistan) kullanildi.

Besiyerinin hazirlanmasi

A. Otoklavlanacak Kisim:
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Mycoplasma Broth without crystal violet (PPLO Broth Base w/o CV,
Himedia, India) 21g

Distile su 700 ml

B. Membran Filtreden Gegirilecek Kisim:

At serumu (56°C’de 30 dakika inaktive edilmis) 200 ml
Yeast extract (%25’lik soliisyon) 100 ml

Glikoz (0,5 g/ml’lik steril soliisyon) 20 ml

Fenol red (%1 °lik soliisyon) 2 ml

Thallium acetate (%0,5) 5 ml

Penisilin G (200.000 IU/ml) 2,5 ml

A kismi 121°C’de 15 dk otoklavlanip steril edildi. Sogutulduktan sonra B
kisminda belirtilen steril bilesenler aseptik olarak ilave edildi. Final pH 7.6’ya
ayarland1 (WOAH, 2018; Tarim ve Orman Bakanligi, 2014).

Stv1 besiyerleri steril vidali kapakl tiiplere boliistiiriildii ve sterilite kontrolii
icin 1 giin siireyle 37 °C’de inkiibe edildikten sonra, kontaminasyona bagli olarak
renk degisimi ve bulaniklik olup olmadigi kontrol edildi. Renk degisimi ve
bulaniklik goriillmeyen steril sivi besiyerleri kullanilincaya kadar +4 °C‘de
buzdolabinda saklandi.

3.1.3. Molekiiler Analiz Gerecleri

3.1.3.1. DNA lzolasyonu Gerecleri

Direkt akciger doku ornekleri ve bu dokulardan sivi besi yerinde yapilan
kiiltiirlerden DNA izolasyonu i¢in steril 1,5 ml’lik DNase/RNase free mikrosantrifiij
tiipleri (Isolab), mikrosantrflij cihazi (Thermo Scientific-microCL 21R) ve vorteks
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cihaz1 (Heidolph-Reax) kullanildi. Kiiltiirlerden elde edilen DNA’lar kullanilincaya
kadar - 20°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.2. PCR Amplifikasyonu Gerecleri

PCR amplifikasyonu Thermo Scientific-Arktik termal cycler cihazi
kullanilarak yapildi. Amplifikasyonda uygun ortami saglamak i¢cin Taq DNA
Polimeraz Enzimi (Thermo Scientific), 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific), 10X Taq
PCR Soliisyonu (Thermo Scientific), 10 mM dNTP mix (Fermentas) ve PCR grade
su (Ambion) kullanildi. PCR i¢in Tablo 3.1°de gosterilen primerler Sentebiolab
firmasina sentezlettirilerek kullanildi. Her bir primer ana stogu pl de 100 pmol
niikleotid zincir igerecek sekilde sulandirildi. PCR i¢in revers ve forward ana stoklar
kullanildi.
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Cizelge 3.1. Calismada arastirilan gen bolgelerinin tespiti i¢in kullanilan primerler.

Hedef
Mikroorganizma

M.  mycoides
subsp. capri

M.
capricolum subsp.
capripneumoniae

M. agalactiae

M. ovipneumoniae

M. arginini

M. capricolum
subsp. capricolum

Kullanilan
primerler

P4-F: ACTGAGC
AATTCCTCTT

P6-R: TTAATAA
GTCYTCTCTAT
ATGAAT

capripneumoniae-
F: ATCATTTTTA
ATCCCTTAAG

Capripneumoniae-
R: TACTATGAG
TAATTATAATA
TATGCAA

Mag-F: CCTTTA
GATTGGGATAG
CGGATG

Mag-R: CCGTCA
AGGTAGCGTCA
TTTCCTAC

ovipneumoniae-F:
GGAACACCTCC
TTTCTACGG

ovipneumoniae-R:
CCAAGGCATCC
ACCAAATAC

arginini-F: TTTG
ACGGGGTTGTA
ACATACGT

arginini-R: CAGC
TAATCCTAGGT
GTAATTCGAG

MCCPLI-F: AGA
CCCAAATAAGC
CATCCA

MCCPLI-R: CTT
15

Amplikonboyutu Referans

(bp)
195 bp

318 bp

360 bp

493 bp

886 bp

1356 bp

Kumar ve ark.
2011

Cetinkaya ve ark.
2009

Kumar ve ark.
2011

Mousa ve ark.
2021

Valsala ve ark.
2017

Kumar ve ark.
2011
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TCACCGCTTGT
TGAATG

3.1.3.3. Elektroforez geregleri

Elektroforez jel diizenegi ve elektroforez tanki amplifiye PCR diirlinlerinin
yuritiilmesi i¢in (Thermo Scientific- EC300XL) kullanildi. Elektroforez jel
diizeneginde uygun ortam sartlarii saglamak icin 10X TAE (Tris Asetat EDTA)
soliisyonu (Fermentas), distile su ile 1X olacak sekilde sulandirildi. Agaroz jel
(Biomax), %1,5 oraninda olacak sekilde hazirlandi. Olusan bantlarin goriintiilenmesi
icin agaroz i¢ine 3 pl Ethidyum Bromiir (Sigma) ilave edildi. PCR iiriinleri jel

goriintiileme sisteminde okutularak (Major Sience- USA) degerlendirildi.

3.2. YONTEM
3.2.1. Makroskobik incelemeler

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Laboratuvari'na getirilen akciger doku drnekleri ilk olarak makroskobik incelemeden
gecirildi. Pnémoni olarak degerlendirilen 6rneklerden steril olarak ikiger seri halinde
alman doku Orneklerinden biri, dokudan DNA ekstraksiyonu ile mikoplazma
varligimin PCR yontemi ile teshisi i¢in incelenene kadar -20°C'de saklanirken, digeri

ise kiiltlir yontemi ile incelemeye alindi.

3.2.2. Dokudan DNA Ekstraksiyonu

Ticari olarak temin edilen PureLink Genomic DNA Mini Kits (Invitrogen by
life tecnologies, ABD) kullanilarak dokudan DNA ekstraksiyonlar1 gerceklestirildi.
Bu amagla her bir 6rnegin lezyon bulunan bélgesinden alinan doku 6rneklerine kit

protokoliinde belirtilen islemler uygulandi.

3.2.3. Kiiltur-PCR

Mikoplazma etkenlerinin kiiltiire edilmesi i¢in akciger numunelerinden uygun
sekilde materyal alinarak steril havan i¢cinde 1 ml PBS ve bir miktar steril kum ile
ezildi ve s1vi kistm mikropipet ile ¢ekilerek 9 ml mycoplasma broth ile karistirildi ve
37 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda, daha sonra DNA
ekstraksiyonu yapilmasi i¢in 1 ml alinarak -20 C°’ye kaldirildi (WOAH, 2014).

3.2.4. Kiiltiirden DNA Ekstraksiyonu

16



GEREC VE YONTEM Habip SACILIK

Kiiltiir isleminden sonra -20 C°ye kaldirilan &rnekler, oda 1sisinda
cOzdiiriilerek steril ependorf tiiplerinde 14.000 g’de 4 C°’de 30 dakika siireyle
santrifiij edildi. Ust siv1 dikkatlice uzaklastirildi ve pelet 25 pL ultra saf su ile
stispanse edildi. Tipler, 10 dk kaynatildiktan sonra buz {izerinde sogumaya birakildi.
Sonrasinda 14.000 g de 5 dakika santrifiij edildi. DNA’nin bulundugu supernatant
kisim ayn tiiplere alindi. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de PCR yapilincaya kadar
saklandi. (WOAH, 2014).

3.2.5. PCR Testi

Calismada arastirilan gen bdlgelerinin saptanmasi i¢in PCR reaksiyonu
karistmi her bir tiip icin toplam 25 pl olarak ayarlandi. Bu karisim Taq DNA
polimeraz enziminden 0,25 pl, 25 mM MgCI2’den 3 pl, 10X Taq PCR
soliisyonundan 2,5 pl, 10 mM dNTP mix’ten 0,75 ul, 100 pmol olarak sulandirilan
ve primerlerden ise 1 pl (10 pmol) revers ve forward ayr1 ayr1 olmak iizere kullanildi.
PCR suyundan 15,5 pl ve en son DNA templeytlerden 2 pl ilave edilerek son hacim
25 ul olacak sekilde PCR karigimlari hazirlandi.

PCR reaksiyonu amplifikasyon i¢in termal dongii cihazinda 94°C’de 7 dakika
baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 30 s denatiirasyon, 53°C’de 30 s primer
baglanmasi, 72°C’de 60 s uzama agamasi, toplam 35 dongii ve son uzama asamast
72°C’de 5 dk olarak yapildu.

Testte arastirilan her bir tiir igin pozitif kontrol olarak, Istanbul Pendik
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisin WOAH Mikoplazma Referans

Laboratuvarindan temin edilen pozitif DNA 6rnekleri kullanildi.

3.2.6. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Elde edilen PCR iiriinlerini goriintiilemek amaciyla 10 ul DNA, 2 ul yiikleme
soliisyonu ile boyand1 ve 5 pg/ml etidyum bromid igeren %1,5 agaroz jele yiiklendi
ve 90 V akimda 60 dakika boyunca elektroforez ile yiiriitiildiikten sonra sonuglar jel
goriintiileme sisteminde degerlendirildi. Marker olarak 3000 bp DNA Ladder
(Genaid, Ingiltere) kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. PCR Bulgulan
4.1.1. Direkt Dokudan PCR Bulgular1
Direkt olarak akciger dokularindan elde edilen DNA oOrnekleri kullanilarak
yapilan PCR testinden arastirilan alt1 etkene ait pozitif sonug elde edilemedi.
4.1.2. Kiiltiir-PCR Bulgular:

Akciger dokularindan sivi besi yerinen alinan oOrneklerin 72 saatlik
inkubasyonu sonucunda 100 ornekte de iliremeye bagli renk degisimi goézlendi.
Kiiltiirlerden elde edilen DNA o6rneklerinin incelenmesi sonucunda 5 adet M.

mycoides subsp. capri ile uyumlu bant goriildii (Sekil.4.1).

Sekil 4.1. M. mycoides subsp. capri -spesifik 195 bp PCR amplikonlarinin agar jel
(%1.5) elektroforez goriintiisii. 2 ve 11 pozitif kontrol, 3 ve 10 Negatif kontrol, 8
100 bp DNA ladder, 1, 4, 9, 12 ve 13 pozitif bulunan 6rnekler, 5, 6, 7 ve 14 negatif
ornekler
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5. TARTISMA

Mikoplazmalarin neden oldugu pnomoni genellikle koyun ve kegi
endistrisinde gizli ancak biiylik ekonomik kayiplara neden olur. Hastalik Afrika ve
Asya'daki bircok tilkede yaygindir. Etkilenen hayvanlardaki klinik belirtiler arasinda
istahsizlik, ates ve nefes darligi, polipne, Oksiiriik ve burun akintis1 gibi solunum
semptomlar1 yer alir. Koyun ve kegilerde bulasici agalaksiya oncelikle M. agalactia
neden oldugu meme bezleri, eklemler, gozler ve daha az olarak da hem erkek hem de
disi hayvanlarda solunum sisteminin etkilendigi bir klinik tablo olusturur. Bulgular
arasinda eriskinlerde mastitis, poliartritis, yavru atma ve pndmoni, yavrularda
septisemiye ve pnomoniye bagli yiiksek kayiplar sayilabilir (Pooladgar, 2014).
Ayrica M. ovipneumoniae, M. mycoides kiimesinin iki tiyesi - M. mycoides subsp.
capri  (Mmc), M. capricolum subsp. capricolum, M. capricolum subsp.
capripneumoniae (Mccp) ve M. arginini de solunum yolu hastaligina neden olur.
Diger solunum yolu infeksiyonlar: ile benzerlikler nedeniyle dogru tan1 koymak zor
olabilir ve etkenin izole edilmesi genellikle zordur. Bununla birlikte, PCR gibi
molekiiler tekniklerin kullanilmasi, patojenlerin hizli ve spesfik bir sekilde

tanimlanmasina olanak saglamaktadir.

M. mycoides subsp. capri (Mmc), kiiclik gevis getiren hayvanlarda en yiiksek
ekonomik kayiplara neden olan hastaliklar arasinda yer alan bulasici agalaksiyanin
etiyolojik mikroorganizmalarindan biridir. G6¢gmen ve ark. (2015), Bursa, Balikesir,
Canakkale ve Edirne illerine ait koyun ve kecilerden toplanan 339 adet Ornegi
bakteriyolojik ve molekiiler yontemlerle incelemisler ve M. mycoides subsp. capri
tespit edememislerdir. Karatekeli (2019), Isparta ve Afyonkarahisar yorelerinde
bulasic1 agalaksi hastaligini arastirmak icin taradiklar1 45.500 koyun ve kec¢iden
aldig1 202 adet klinik 6rneklerinden M. mycoides subsp. capri izole edememislerdir.
Olaogun ve ark. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada, yedi kiigilk ruminant
stiriisiinden ve iki mezbahadan elde edilen toplam 1358 6rnek PCR ve/veya kiiltiirle
mikoplazmalar agisindan incelenmistir. Orneklerin tamami PCR ile test edilmis olsa
da yalmizca 720 6rnek kiiltiir ve PCR kombinasyonu kullanilarak analiz edilmistir.
Orneklerin  toplandigi  dokuz cografi konumdan sekizinde mikoplazmalar
saptanmistir. Mezbahadan alinan ve pndmoni tablosu bulunan 58 akciger drneginden
36’s1, bir ¢iftlikten yine pnemoni tablosu bulunan 3 hayvandan alina bronsiyal
yikantt sivisindan yapilan 3’ de PCR ile mikoplazma genusu yoniinden pozitif
bulunurken hig birisi (%0) M. mycoides subsp. capri olarak saptanmamistir. Valsala
ve ark. (2017), 2003-2012 yillar1 arasinda pndmonili kegilerden toplanan 244 akciger

ornegini PCR ile incelemisler sadece bir 6rnegi M. mycoides subsp. capri pozitif
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olarak bulduklarini rapor etmislerdir. Yang ve ark. (2024), Cin Qinghai Eyaletindeki
koyunlarda bulasic1 pléropndmoni prevalansit PCR analizi ile arastirilmistir. Qinghai
eyaletindeki 17 koyun ciftliginden toplam 340 burun svabi1 84U (%24.71) M.
mycoides subsp. capri (Mmc) yonlinden PCR ile pozitif bulunmustur. Arastiricilar
Mmc igin, 0-6 aylik koyunlarin pozitif orani, 6-12 aylik koyunlarinkinden
istatistiksel ~ olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugunu, kogclarla
karsilastirildiginda, koyunlardaki Mmc'nin pozitif oraninin 0,6 kat daha yiiksek
bulundugunu ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmedigini
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da incelenen 100 6rnekten direkt dokudan elde
edilen DNA o6rneklerinde pozitiflik saptanamazken kiiltiir sonras1 elde edilen DNA
orneklerinden 5°nde (%5) pozitiflik saptanmistir. Elde edilen bu sonucun, diger
arastiricilarin  sonuglart ile (%0-24.71) karsilastirildiginda 6rneklerin  toplanma
mevsimi, farkli cografik bolgelerden toplanmasi, 6rnek sayisi, 6rnek toplanan siirii
sayisi, Ornek toplanan hayvanlarin yasi gibi sonucu etkileyebilen diger faktorler

nedeniyle uyumlu oldugu diisiiniilmektedir.

M. ovipneumoniae, kegilerde Oliimciil bir infeksiyona neden olarak diinya
capinda, kiigiik ruminant endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Gogcmen ve ark. (2015), Bursa, Balikesir, Canakkale ve Edirne illerinden alinan
koyun ve kecilerden toplanan 339 adet Ornegin  ikisinden M.
ovipneumoniae izolasyonu bildirmislerdir. Karatekeli (2019), Isparta ve
Afyonkarahisar yorelerinde bulasic1 agalaksi hastaligii arastirmak icin taradiklari
45.500 koyun ve kec¢iden topladigi 202 adet Ornekten 2 adet (%0,99) M.
ovipneumoniae izolasyonu bildirmislerdir. Deeney ve ark. (2021), Ingiltere ve
Galler’den 2005-2019 yillar1 arasinda APHA Waybridge’e gonderilen koyun ve kegi
klinik tan1 6rneklerinde molekiiler tekniklerle saptanan M. ovipneumoniae pozitiflik
oranin1 %54,4 7 olarak rapor etmislerdir. Mousa ve ark. (2021), Misir’da koyun ve
kecilerden izole edilen mikoplazmalarin karakterizasyonu igin yaptiklari calimada M.
ovipneumoniae i¢in % 3,8 (4/104) pozitiflik oran1 saptamislardir. Chen ve ark.
(2024), Cin'in Anhui Eyaletinde, Kasim 2021'den Ocak 2023'e kadar, diisiik bliyiime
hizi, istah baskilanmasi, ates yilikselmesi, burun akintis1 ve Oksiiriik gibi tipik
pndmoni belirtileri gosteren 20 kec¢i siirlisiinden toplam 1320 O6rnek (600
asillanmamis kan o6rnegi, 400 burun svabi, 200 plevral sivi 6rnegi ve 120 akciger
dokusu oOrnegi) ile yaptiklar1 c¢alismada PCR ile 8 M. ovipneumoniae susu
tanimlamistir. Yang ve ark. (2024), Qinghai Eyaletindeki koyunlarda bulasici
ploropndmoni prevalanst PCR analizi ile arastirilmistir. Qinghai eyaletindeki 17
koyun c¢iftliginden toplam 340 burun svabindan 148 (%43,53) adedi M.

ovipneumoniae i¢in pozitif bulunmustur. Udhayavel ve ark. (2024), Hindistan'n
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Tamil Nadu eyaletinde solunum yolu klinik belirtileri gosteren koyun ve
kecilerde M. ovipneumoniae infeksiyonlarinin molekiiler prevalansini belirlemek igin
Ocak - 2024 Mart doneminde, Tamil Nadu'nun ¢esitli bolgelerinde yetistirilen tipik
solunum yolu belirtileri gosteren koyun ve kegilerden toplam 200 6rnek (186 burun
svab1 ve 14 akciger dokusu 6rnegi) toplamislardir. Arastirmacilar M. ovipneumoniae

icin genel pozitiflik oraninin %30 oldugunu bildirmislerdir.

Kilic ve ark. (2013), 2008-2010 yillar1 arasinda Elazig’da bulunan
mezbahalardan elde edilen 180 6rnek ve Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii'ne farkli illerden teshis icin getirilen 36 6rnek (200 koyun ve 16 kuzu)
olmak tizere toplam 2016 akciger Ornegini kiiltiir, PCR ve immunperoksidaz
teknikleri ile incelemislerdir. Orneklerden 80°i (%37.0) ve kiiltiir yolu ile pozitif
degerlenrilirken, 96 6rnek (%44.4) siv1 kiiltiirden yapilan genis spesifik PCR ile,
36’st (%16.6) direkt akciger dokusundan yapilan genus spesifik PCR ile pozitif
olarak saptanmistir. S1vi kiiltiirden genus spesifik PCR ile pozitif bulunan 96 6rnegin
57’si tir spesifik PCR ile M. ovipneumoniae ve 31’1 (%32.29) tiir spesifik PCR ile

M. arginini olarak degerlendirilmistir.

Bottinelli ve ark. (2017), diger solunum patojenlerinin tespiti ile iliskili olarak
cok genc yastaki siit kuzularinin pndmonik akcigerlerindeki mikoplazma
popiilasyonu {izerine yaptiklar1 bir epidemiyolojik arastirmada 115 akciger doku
orneginden elde edilen genomik DNA ile mikoplazma tiirleri i¢in bir DNA
Mikroarray ve Manheimia haemolytica, Parainfluenza-3 viriisii (PI3V) ve
Respiratuar Sinsityal Viriis (RSV) i¢in ii¢ PCR testi kullanilarak test edilmistir. 25
hayvanda M. ovipneumoniae (%21,7), altisinda da M. arginini (%S5,2) pozitif
¢ikmistir. DNA mikroarray testi ile higbir atipik mikoplazma tiirii tespit edilmemistir.
Valsala ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada kegilerden alinan 244 6rnekten 13’{inde
(%5,3) M. arginini tespit etmislerdir. Halium ve ark. (2019), Misir’da, klinik olarak
etkilenen koyun ve kecilerden 142 burun svabi, 167 pnomonik akciger, 18 trakeal
bifurkasyon ve 8 bronsiyal yikama 6rnegi olmak iizere toplam 335 6rnek toplamis ve
mikoplazma tiirlerinin izolosaynu i¢in ekimler yapmislardir. Elde edilen 24 izolat
biyokimyasal testlerle tanimlanmis ve spesifik primerler kullanilarak PCR ile
dogrulanmis ve tiplendirilmistir. Buna gore 10 izolat M. arginini, dort izolat M.
ovipneumoniae olarak saptanirken, 10 izolatin da farklilasmamis mikoplazma tiirleri

oldugu PCR ile dogrulanmistir.

Gazioglu ve ark. (2016), Mousa ve ark. (2021), Misir’da koyun ve kegilerden

izole edilen mikoplazmalarin karakterizasyonu i¢in yaptiklari ¢calimada incelen 104
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ornegin besinde (%4,8) M. arginini saptadiklarini bildirmislerdir. Deeney ve ark.
(2021), 2005-2019 yillar1 arasinda Ingiltere ve Galler’den APHA Waybridge’e
gonderilen koyun ve ke¢i klinik tan1 6rneklerinde molekiiler tekniklerle saptanan M.
arginini pozitiflik oranin1 %28,56 olarak bildirmislerdir. Karatekeli (2019), Isparta
ve Afyonkarahisar yorelerinde 45.500 koyun ve keciden alinan 202 adet 6rnekten 1
adet (%0,49) M. arginini izolasyonu bildirmislerdir. Oztiirkler (2019), Kars
yoresinde pnomonili koyun akcigerlerinden mikoplazma etkenlerini kiiltiirel ve
molekiiler yontemlerle arastirdigi calismasinda 250 koyun akciger Ornegini
degerlendirmistir. Arastirict bu O6rneklerden 26’sindan (%10,4) Mycoplasma spp.
olarak tanimlanan etken izolasyonu gergeklestirmistir. Bu etkenlerin 12°si (%46,15)
M. ovipneumoniae, 4’1 (%15, 38) M. arginini olarak saptanmistir. Daee ve ark.
(2019), Iran’da pndmoni bulsunan dogal enfekte bir siiriide etiyolojik olarak
mikoplazmalar1 arastirdiklar1 ¢alismada 50 koyun akciger ornegini incelemislerdir.
Kiiltiir sonucunda 3 ornekten agarda tipik kolonilerin olustugu goriilmiistiir. Akciger
orneklerinden PCR ile M. ovipneumoniae i¢in 2 (%4) ve M. arginini i¢in 7 (%14)
pozitiflik saptarken, kiiltiir yolu agarda tipik koloni goriilen 3 izolatain tamami1 PCR

ile M. arginini olarak belirlenmistir.

Cetinkaya ve ark. (2009) tarafindan yapilan caligmada, Tiirkiye’nin dogu
bolgesinden toplanan 32 ke¢i 6rneginin 12’sinden, 13 koyun 6rneginin de ikisinden
M. capricolum subsp. capripneumoniae izole edilmis ve molekiiler olarak
dogrulanmistir. Khodakaram-Tafti ve ark. (2023), Iran'in Meshed kentindeki bir
mezbahadan aliman 50 akciger doku 6rneginden 3°i (%6) M. capricolum subsp.

capripneumoniae ve 3’1 (%6) M. arginini i¢in pozitif bulunmustur.

Giadinis ve ark. (2008), 2005 yilinda Yunanistan’da 400 baslik bir kegi
stiriistinde solunum sistemi ve lokomotor bozukluklari goriilen ve 38 hayvanin
oldiigli bir vakada yaptiklar1 incelemelerden sonra laboratuvara gonderilen siit,
akciger ve eklem sivis1 6rneklerinden M. capricolum subsp. capricolum saptandigini
bildirmislerdir. Semmate ve ark. (2022), Fas’ta klinik semptom bulunan kegilerden
alman siit, akciger dokusu ve sinovyal sivi 6rneklerinde PCR ile M. capricolum

subsp. capricolum saptamiglar, ayrica akciger dokusundan etkeni izole etmislerdir.

Pooladgar (2014), iran'm Khuzestan eyaletinde koyunlardan alinan siit, g6z,
kulak, burun ve eklem sivisindan alinan toplam 91 6rnekten kiiltiir ve PCR teknigi ile
M. agalactiae varhgm arastirmislardir. Incelenen 91 &rnekten 34'{iniin (%37,36)
kiiltiirinde PPLO agarda tipik mikoplazma kolonileri goriilmiis, 47'si (%51,65)
mikoplazma cinsi PCR ile, 8'1 (%8,79) ise M. agalactiae PCR tan1 yontemi ile pozitif
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olarak raporlanmistir. Oztiirk ve Yaman (2024), pndmoni, mastitis ve artritis
sempomlar1 ile oliimler goriilen bir keci ¢iftliginde mikoplazma infeksiyonunun
varligim1 bakteriyolojik yontemlerle belirlemek i¢in hasta hayvanlarin siit ve eklem
stvist Ornekleri ile 6len hayvanlardan alinan i¢ organ Orneklerinden izolasyon igin
kiiltiir yapmislar ve olusan kolonileri M. agalactiae. olarak identifiye etmislerdir.
Ayrica siirliden 813 hayvandan aliman kan serumu orneginde de ELISA ile M.

agalactiae i¢in %10,2 seropositiflik saptamislardir.

Yapilan bu calismada ise arastirilan M. ovipneumoniae, M. arginini M.
capricolum subsp. capripneumoniae, M. capricolum subsp. capricolum, M.
agalactiae yoniinden pozitiflik saptanmadi. Elde edilen bu sonucun, arastiricilar
Yang ve ark. (2024) tarafindan da belirtilen 6rneklerin toplandig1r hayvanlarin yasi,
orneklerin toplanma mevsimi, 6rneklerin toplandigi cografik bolgelerin farkli olmasi,
ornek sayisi, ornek toplanan siirii sayis1 gibi faktorlere bagli olarak degisiklik

gosterebilecegi diistiniilmektedir.

Diger yandan yapilan bu c¢alismada PCR teknigi hem lezyonlu akciger
dokusundan elde edilen DNA o6rnekleri, hem de doku oOrneklerinden hazirlanan
inokulumun si1v1 besi yerinde kiiltiire edilmesinden sonra besi yerinden elde edilen
DNA o6rnekleri ile gergeklestirilmistir. Pozitif olarak belirlenen M. mycoides subsp.
capri varliginin tamami da kiiltiirden yapilan PCR ile saptanirken, dokudan yapilan
PCR ile herhangi bir pozitif sonu¢ alinamamistir. Elde edilen bu sonug, Kilic ve ark.
(2013) tarafindan bildirilen siv1 kiiltiirden PCR ile %44, dokudan PCR ile %16,6

pozitiflik oranlari ile uyumlu bulunmaktadir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismadan elde edilen veriler dogrultusunda Sanliurfa bolgesinde koyun
ve kecilerdeki pndmoni olgularinin etiyolojisinde M. mycoides subsp. capri’nin de
rol oynadagi anlagilmistir. Ancak diger mikoplazma tiirleriyle iliskili bir sonug¢ elde
edilmedigi icin, bu tiirlerin bodlgedeki pnomoni vakalarindaki roliiniin smirh
oldugunu sdylemek bilimsel olarak dogru olmayacaktir. Tespit edilen %5’lik pozitif
orani etkenin goriilme sikliginin ¢ok yiiksek olmadigini diislindiirse de 6rnekleme
zamani ve 0rnek sayisinin diisiik olmasi nedeniyle ger¢cek durumun belirlenmesi igin
baska ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmektedir. Sadece siv1 besiyerinden elde
edilen DNA ile yapilan PCR’da pozitiflik elde edilmesi, kiiltiir-PCR tekniginin
etkeni saptamada daha avantajli oldugu soylenebilir. Ayrica doku oOrneklerinden
yapilan direkt PCR testlerinin negatif ¢ikmasi, doku materyalindeki DNA miktarinin

diisiik olabilecegini veya dokularin PCR inhibitdrleri igerdigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak Sanliurfa bolgesinde mezbahada kesilen ve makroskobik olarak
pnomoni tablosu bulunan koyun ve kegilerde etiyolojik olarak M. mycoides subsp.
capri varhi@imin gosterilmesi, gelecekte bolge i¢in ciddi ekonomik kayiplara neden
olabilecek bir riskin mevcut oldugu, her ne kadar tespit edilememis olsa da, diger
mikoplazmalarin da bolgede mevcut olmasinin muhtemel oldugu kanisina varildi. Bu
nedenle benzer ¢alismalarin ¢ok daha uzun zaman diliminde ve farkli mevsimlerde,
cok daha fazla Orneklemeler yapilarak tekrar edilmesinin faydali olacagi

diistiniilmektedir.
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7. ONERILER

Tan1 tekniklerindeki farkliliklar nedeniyle doku 6rneklerinden direkt PCR ile
pozitiflik oranin1 artirmak i¢in, DNA izolasyon protokolleri gbozden gegirilmeli ve

PCR inhibitorlerini elimine eden yontemler kullanilmalidir.

Bolgedeki diger mikoplazma tiirlerinin pndmoni vakalarindaki potansiyel
rollerini daha kapsamli arastirmak icin farkli bolgelerde, farkli mevsemlerde alinacak

daha genis 6rneklem gruplariyla caligilmalidir.

Kiiciik ruminantlarda mikoplazma hastaliklarina yonelik asilamanin, Diinya
genelinde hala iyilestirilmesi gereken bircok yonii bulunmaktadir. Giliniimiizde
kullanilan asilarin ¢ogu formalin ile inaktive edilmis tam hiicre asilaridir ve bu
asilarin etkinligi konusunda ya sinirl bilgiler mevcuttur ya da hi¢ yaymlanmis veri
bulunmamaktadir (Dudek ve ark., 2022). Bununla birlikte, Tiirkiye'de onlarca yildir
kullanilan bir canli atteniie asinin, hem gilivenli hem de koruyucu olarak basariyla
kullanildig1 bildirilmistir (Ozdemir ve ark. 2019). Ancak M. mycoides subsp.
capri’nin pndmoni vakalarindaki rolii dikkate alinarak, bu tiire yonelik mevcut
asilarin etkinligi yeniden gbzden gegirilmeli veya yeni agilar gelistirilmelidir. Her ne
kadar Tirkiye’de uygulanan canli atteniie asinin basarili oldugu bildirilmigse de
antijenik mutasyonlarin olusabilecegi de unutulmamali ve as1 susunun, hastalik
vakalarindan elde edilen saha izolatlar1 ile antijenik yapilarinin belirli donemlerde

karsilastirilmasinin yararli olacag: diisiintilmektedir.

Elde edilen bulgular, antibiyotik tedavisi veya profilaksi stratejilerinin

yeniden gozden gecirilmesi gerektigini diisiindiirrmektedir.

Mezbahada bu tiirlin tespit edilmesi, enfekte hayvanlarin kontrolsiiz

yayiliminin 6nlenmesi i¢in karantina ve biyogiivenlik 6nlemleri artirilmalidir.

Pozitif izolatlardan genetik analiz yapilmasi, bu patojenin bdlgesel

varyantlarini veya tiirler arasi genetik iligkileri anlamada faydali veriler saglayabilir.

Ayrica, hastaligin siirii diizeyinde yayilimim belirlemek icin epidemiyolojik

calismalar yapilmalidir.

Bu oneriler, bulasic1 agalaksiya vakalarinin kontrol altina alinmasina yonelik

daha etkili politikalarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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Arastirmanin sinirliliklar

Yiiksek Lisans Tez calismasi i¢in iki egitim-O0gretim donem olarak kisa
olmasi, projenin fon desteginin saglanmasi i¢in zaman gerekmesi gibi nedenlerle
projenin calisilabilecegi siireyi kisaltmakta, 6zellikle numune toplama zamani olmasi
gereken donemlerin disinda kalabilmektedir. Diger taraftan fon desteklerinin ¢ok az
olmasi islenecek numune sayisina biiyiik kisit getirmektedir. Bu nedenlerle bu tez
calismasinda da istenen zaman diliminde, istenen sayida numune toplanmasinda

kisithiliklar olusmustur.
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