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OZET
BROILER SURULERINDE ORNITHOBACTERIUM
RHINOTRACHEALE INFEKSIYONUNUN SEROPREVALANSININ
ELISA YONTEMI ILE ARASTIRILMASI

Giilli C. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Gram negatif bir bakteri olan Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), solunum yolu
hastaligina sebebiyet veren en 6nemli patojen etkenler arasinda yer almaktadir. ORT hastaligi,
tiim diinyada kanath endiistrisinde agir ekonomik kayiplara neden olan, daha ¢ok tavuk ve
hindilerde goriilen, akut seyirli, yiiksek diizeyde bulasici olan bir {ist solunum yolu
hastaligidir. Bu c¢alismada, Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki Ticari Broiler yetistirilen
kiimeslerde, Ust solunum yollarinda hastaliga ve yiiksek verim kayiplarina neden olabilen,
Ornithobacterium rhinotracheale bakterisinin neden oldugu ORT hastalifinin serolojik
prevalansinin saptanmasi amagclanmistir. Orneklemede Aydm, Izmir ve Manisa illerindeki
ticari Broiler yetistiriciligi yapilan farkli kiimeslerden toplanan 420 adet kan Ornegi
kullanilmistir. Her {i¢ ilden de 140’ar 6rnek toplanmustir. Her ildeki 5’er farkh ¢iftlikten kesim
zamaninda 28’er adet serum Ornegi alindi. Toplam 420 adet kan serumunun ELISA testi ile
ORT yoniinden degerlendirmesinde pozitiflik oran1 %55.2 (232 pozitif — 188 negatif) olarak
bulunmustur. Aydin ilindeki pozitiflik oran1 %40.8, Izmir ilindeki pozitiflik oran1 %68.6,
Manisa ilindeki pozitiflik orani ise %56.4 olarak tespit edilmistir. Calisma sonuclar1 genel
olarak degerlendirildiginde her {i¢ ildeki sero-pozitiflik oranlar1 da oldukg¢a yiiksek
bulunmustur. Pozitiflik oranlarindaki bu ytikseklik géz 6niine alindiginda hastalikla ilgili daha
ayrmtili caligmalarin planlanmasinin  gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Ileriki calismalarda
serolojik arastirmalarin tiim iilke bazinda planlanarak yapilmast ve de etkenin tam
identifikasyonunun yapilarak antibiyotik direnclilik profilinin ¢ikarilmasi hastalikla miicadele

acisindan yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Broiler, Ornithobacterium rhinotracheale, ELISA
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE SEROPREVALENCE OF
ORNITHOBACTERIUM RHINOTRACHEALE INFECTION IN BROILER
HENS BY ELISA

Giillii C. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of

Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2018.

Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), a gram-negative bacterium, is one of the most
important pathogenic agents causing respiratory disease. ORT disease is an acute, highly
contagious upper respiratory tract disease seen mostly in chickens and in turkeys, causing
severe economic losses in poultry industry all over the world. In this study, it was aimed to
determine the serological prevalence of ORT disease in broiler poultry in Aydin, izmir and
Manisa provinces causing upper respiratory tract diseases and high yield losses. Fort he
sampling; 420 blood samples were used and collected from different clusters of Aydin, Izmir
and Manisa. A total of 140 samples were collected from each city. Twenty-eight different
serum samples were taken at the time of slaughtering from 5 different farms on each side.
When a total of 420 blood serum samples were evaluated by ELISA for ORT, the positivity
rate was 55.2% (232 positive - 188 negative). The positivity rate in Aydin was 40.8%, Izmir
was 68.6% and the Manisa was 56.4%. When the results of the study were evaluated in
general, the sero-positivity rates of all three city were found to be quite high. Considering this
high level of positivity, it is necessary to plan more detailed studies about the disease in the
near future. In future studies, planning serologic surveys all over the country, as well as the
identification of the antibiotic resistance profile by making full identification of the agent will

be helpful in combating the disease.

Key Words: Broiler, Ornithobacterium rhinotracheale, ELISA



1. GIRIS

Kanatli hayvanlariin iretimi hem iilkemizde hem de diinyada yogun bir sekilde
yapilmaktadir. Yetistiricilik kirsal bolgelerde yogunlasmis olmasiyla birlikte, iiretimindeki
avantajlar goz Oniinde bulundurulmalidir. Bu avantajlardan bazilar1 kanatlilarin, her tiirli
cografi kosullara uyum saglayabilmesi, kisa siire i¢erisinde biiyiiyebilmesi, yiiksek verimlilige
sahip olmasi, ayrica fiyatinin uygun olmasi sayilabilir. Giinlimiiz de kdylerde az sayida
yetistirilip tiiketime sunulan kanatli yetistiriciligi, 6zel firmalar araciligiyla daha biiyiik bir
endiistri haline gelmistir. Kanatli hayvanlarin yetistiriciligi, hem diinyada hem de iilkemizde,
hayvansal proteini kargilamak amaciyla yapilmaktadir. Yogun sekilde yapilan iiretimin
sonucu olarak, kanatli hastaliklarinin ortaya ¢ikmasi ve daha onceden hastalik goriilmemis
bolgelere tasiyict hayvanlar ile yayilma riskinin de arttignr goriilmektedir (FAO, 2006;
FAO/OIE, 2005; Alexander DJ, 2003).

Kanatli endiistrisinin gelisiminde hastaliklar biiylik problem teskil etmektedir. Bunlar
icerisinde solunum sistemi hastaliklar1 6nemli rol oynamakta ve iist solunum yollari,
etkenlerle ilk olarak karsilasmasi bakimmdan &nem arz etmektedir. Ust solunum yollari,
tavuklarin barinma ve beslenme sekilleri géz oniine alindiginda dis ortamdan havayla gelen
her tiirlii yabanci cisim, toz vb materyaller ve enfeksiyoz ajanlarla ilk temas etmesi agisindan
onemlidir. Savunma mekanizmasiin zayifladig1 veya mukozanin tahris oldugu durumlarda,
patojen mikroorganizmalarin yani sira normal flora da bulunan mikroorganizmalar bile
patojen hale gecerek Onemli kayiplara neden olmaktadir. Biyogiivenlik tedbirleri ve
asilamalarla tavuklarin bagisiklig1 saglanmaktadir (Arda ve ark, 1994).

Kanath endiistrisinde 2017 yilindaki maliyetlere gore civciv tcretileri 0,98 lira, yem
maliyetleri kg da 1,22 lira bakim maliyetleri hayvan basina 1,25 lira ilag maliyetleri yaklagik
olarak 0,085 kurus, as1 maliyetleri yaklagik 0,015 lirayr bulmaktadir. Bu maliyet tablosu goz
oniinde bulunduruldugunda 20.000 adetlik bir siirliniin firmaya maliyeti 35500 TL yi
bulmaktadir. Entegrelerin sarim-nakliye gibi ekstra maliyetleri dahil degildir. Biitliin pili¢
tizerinden yapilan kazang 2,500 gr ortalama gramaj iizerinden hesaplandiginda 20000 adetlik
bir siirlide yiizde 5 6lim grafiginde kazanci fire karkas da hesaba katilirsa yaklasik olarak
141000 TL dir. Solunum hastalig1 geciren bir siiriide 6liim, gramaj gerilemesi, satis igin
kullanilamayacak {iriin diisiiniilerek en iyi sartlarda hesaplama yaparsak 2300 kg ortalama
gramajda kesildigini diigiintirsek yaklasik olarak 116000 TL dir. Aradaki farki 25000 TL dir.

Bu fark en iyi sartlarda degerlendirilmigdir. Solunum hastalig1 geciren siiriilerde, ciddi 6lim
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ve gramaj kaybi, buna bagli erken donem kesimleri gerceklesecektir ve 42-45 giin bandinda
kesilmesi i¢in yetistirilen siiriide bundan dolay1 ciddi zararlar olusacaktir.

Tiim bu hesaplamalar goéz Oniine alindiginda, kanatlilarda solunum sistemlerini
etkileyen hastaliklar firmalar i¢in ciddi bir gelir kaybini olustururken, entegreler i¢in hayvan
bakip para kazanan bir¢ok iireticininde ciddi zarara ugramasmna neden olabilecegi
gozlenmektedir.

Bu calismada, Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki Ticari Broiler yetistirilen kiimeslerde,
Ust solunum yollarinda hastaliga, yiiksek verim kayiplarina ve de bundan dolay1 énemli
maddi zararlara neden olabilen, Ornithobacterium rhinotracheale bakterisinin neden oldugu

ORT hastaliginin serolojik prevalansinin saptanmasi amaglanmaistir.



2. SOLUNUM SIiSTEMINIi ETKILEYEN KANATLI HASTALIKLARI

2.1. Viral Hastaliklar

Tavukguluk da kullanilan asilarin biiylik ¢ogunlugu viral hastaliklara karsi kanatlilarin
korunmasi i¢in gelistirilmistir. Kanatlilarda hastaliklara neden olan Virlis cinsleri, yapisal
(boyut, sekil, DNA ya da RNA virilisii, i¢yapisi zarf ya da ozellikleri) ve biyolojik

ozelliklerine gore Tablo 1°de verilmektedir.

Tablo 1: Kanatli viral hastaliklar1 ve viriisiin cinsleri (Calnek ve ark, 1997)

Viral Hastalhik Virus Cinsi Gen
IBD (Gumboro hast.) Birnavirus RNA
Newcastle hast. Paramyxovirus: serotip 1 RNA
Infeksiydz bronsitis Coronavirus RNA
Marek’s hast. Herpesvirus DNA
Avian leukozis Retrovirus RNA
Avian encaphomyelitis Picornavirus RNA
Fowl pox Poxvirus DNA
Avian influenza Orthomyxovirus ve Infulenzatip A RNA
EDS (Egg Drop Syndrome) Adenovirus: grup II1 DNA
Avian adenovirus Adenovirus DNA
Infeksiydz laryngotracheitis Herpesvirus DNA
Swollen head sendrom Pneumovirus RNA
Hindi rhinotracheitis Pneumovirus RNA
Infeksiydz anemi Circovirus DNA
Viral artritis, malopsorpsion Reovirus RNA
sendrom, helicopter hast




Viriisler arasinda farkliliklara neden olan cesitli varyasyonlar bulunmaktadir. Bu
varyasyonlar antijenik Ozellikleri ya da her bir tiiriin patojenitesi ile ilgilidir. Bu nedenle,

serotip ve patotiplere gore siiflandirilirlar.

a) Serotip

Ayni cinse ait olan viriisler farkli antikor olusumuna yol agabilirler. Viriisler
"serotipleri" iginde antijenik oOzelliklerine gore gruplandirilir. Ornegin, kanathi cins
Paramixovirus, PMV 9 ile PMV 1 arasinda degisen 9 serotipe (Paramixovirus serotip 1)

sahiptir, infeksiyoz bronsitden sorumlu Coronavirus’un serotiplerinden diizinelerce vardir

(Calnek ve ark, 1997).

b) Patotip

Ayni cins ve serotipe ait olan virilisler, 6nemli Olclide farkli patojenlige ve / veya
yerlestikleri hedef dokular olarak farkli organlara sahip olabilirler. "Patotipler" bodylece
viriislerin virulensine ve / veya tropizmine dayali tanimlanirlar. PMV 1 Newcastle hastaligi
serotip ¢esitli liyeleri patotiplerine gore siniflandirilir: velojenik viserotropiktir veya
norotropik. Aymi sekilde, infeksiydz bronsitde, solunum, sindirim, kas veya renal

(nefropatojenik) patotiplerin sorumlusu cins Coronavirus tespit edilmistir (Calnek ve ark,

1997).

2.1.1. Adenovirus Grup 1

Adenoviruslar kanatli solunum sistemi infeksiyonlarindan siklikla izole edilmektedir ve
etkene aerosol yolla maruz kalinmasi hava keselerinde lezyonlar olusturmaktadir (McFerran
ve Adair, 1977). Hastalikta hafif solunum sistemi bozuklugu sekillenmekte ve eger solunum
sistemine ait viral (IB, ILT, ND) ve bakteriyel (Mikoplazmozis, Enfeksiyoz koriza vs)
etkenler bulunursa adenoviruslar daha etkili olabilmektedir. Bu nedenle de Adenoviruslarin
solunum sistemi bozukluklarinda primer etken olamayacaklar1 belirtilmektedir (Arda ve

Akay, 2002).



2.1.2. infeksiyoz Bronsitis Virusu

Etken Corona virus grubundan Avian infectious bronchitis virusu’dur. Zayif
havalandirma, kiimeslere yiiksek adette civciv koyulmasi ve stres Onemli predispoze
faktorlerdir. Etkenler 6zellikle solunum sisteminde ¢ogalir. Hastaliga kis aylarinda daha fazla
rastlanir. Hastaligin uzak kiimeslere nasil bulastigi hala agiklanamamistir. Bulagmada
vektorlerin rolii yokken insanlar bulasmada aracidir. Yumurta ile bulasma goriilmez. lyilesen
hayvanlar 1 ay siire ile viriisii sagarlar (Cavanagh ve Nagi, 2003; Esendal, 2002c). Enfeksiyoz
bronsitis, 1960’11 yillardan bu yana batili iilkelerde korkulan bir hastaliktir. Avrupada ve
iilkemizde hatali ve bilingsizce kullanilan canli asilarla yayildig: bildirilmektedir (Alkan ve
Bayraktar, 1995). IBV as1 suslarinin, virulent saha suslarina oranla kolibasillozise olan
duyarliligin artmasinda daha fazla etkili oldugu bildirilmistir (Matthijs ve ark, 2003).
Tiirkiyede bulunan suslara Massachusetts (MAS5-H120), 793B grubu(4/91,IB 88), D274
+H120 (IB Primer), Israil 1494/06 (IB varyant 2) érnek verebiliriz.

IBV soluk alip vermede giicliik, oksiirme, hapsirma, burun akintis1 gibi semptomlar
meydana getirip; hava keseleri, sinuslar ve tracheada ciddi diizeyde kazedz ya da kataral
eksudat birikimine neden olmaktadir. Infeksiyon daha gok tavuklarda goriilmekle birlikte
daha az olarak da hindi ve siiliinleri etkilemektedir. Tiim kanatlilar infeksiyona duyarhidirlar.
Hastalik daha c¢ok gengleri etkilemekle birlikte mortalite diisiiktiir, Miks infeksiyonlar
gorildiigli zaman mortalite de artmaktadir. Spesifik bir tedavisi yoktur, hastaliktan
korunmada asilama en etkili yoldur. Kesin teshis i¢in etken izolasyon ve identifikasyonu
sarttir. Serolojik olarak ELISA, virus notralizasyon ya da hemaglutinasyon inhibisyon testleri

ile teshis koyulabilmektedir (King ve Cavanag, 1991).

2.1.3. Avian Influenza

Avian influenza kanatlilarin solunum, iiregenital, deri ve sindirim sistemine ait
belirtilerle birlikte yiiksek diizeyde morbidite ve mortalite ile seyreden akut enfeksiydz bir
hastaligidir. Avian Influenza virusunun neden oldugu hastaliklar arasinda en énemlisi tavuk
vebast olup, etken hindi, 6rdek, kaz, bildircin ve birgok yabani kanatlida da infeksiyon
olusturmaktadir (Esendal, 2002b).

Solunum, sindirim ve reprodiiktif sistem infeksiyonlar1 meydana getirebilir.

Infeksiyonun siddeti virusun virulensine, kanatlinin immun durumu yas ve gevresel faktdrlere
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baghidir. Morbidite ve mortalite %100'e kadar ¢ikabilir. Hastaliktan korunmada asilama
oldukea etkilidir. Spesifik bir tedavisi yoktur. Teshis i¢in etken izolasyon ve identifikasyonu

sarttir (Easterday ve Hinshav, 1991).

2.1.4. Laringotracheitis Virusu (Infeksiydz laryngotracheitis-ILT)

ILT tavuk ve siiliinlerin, cogunlukla larinks ve iist solunum yollarinda degisik derecede
belirtiler gostererek seyreden, nefes alamama, solunum depresyonu ve kanli balgam
olusumuyla karekterize, mortalite ve morbitidesi yiiksek, bulasic1 viral bir infeksiyonudur. ilk
kez ABD’de tespit edilmistir (Arda, 2002a; Guy ve Bagust, 2003; Vogtlin ve ark, 1999).
Etken Herpesvirus grubundan Laryngotracheitis virusu olup (Arda, 2002a), Gallid
Herpesvirus-1 olarak da bilinir (Vogtlin ve ark, 1999).

ILT dogal kosullarda sadece tavuklarda goriiliir. Enfeksiyona her yastaki tavuklar
duyarli olup, hastalikla ilgili tipik klinik belirtiler genellikle erigskinlerde gozlenir (Arda,
2002a). Hastaliktan korunma diger viral hastaliklarda oldugu gibi agilama ile olup, etkili bir
tedavi bulunmamaktadir. Teshis genellikle immunflorosan tekniklerle olmaktadir (Hanson ve

Bagust, 1991).

2.1.5. Newcastle Hastalig1 Virusu (NH)

Newcastle Hastaligi Paramiksovirus Tip 1 tarafindan olusturulmaktadir. Hastaliga
neden olan virusun virulensine bagli olarak c¢ok farkli klinik semptomlar goriilmektedir.
Hastaliga sirastyla tavuklar, hindiler, 6rdek ve kazlar duyarlidirlar (Alexander, 1991; Box ve
ark, 1970).

Diinyanin bir¢ok iilkesinde halen 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Virusun biyolojik
acidan 3 patojenik tipi bulunur. Bunlardan lentojenik sug hafif {ist solunum infeksiyonu
olusturmaktadir. Tiirkiyede kullanilan lentojenik suslar HB1, Lasota, F suslar1 ve VH susudur.
Mezojenik sus orta derece virulense sahip olup solunum ve sindirim problemlerine yol
acmaktadir ve bu iki sus as1 susu olarak kullanilmaktadir. Mezojenik suslardan Rusya ve
Kazakistanda daha c¢ok kullanilmaktadir. Bunlar Roakin, Komarov, Mukteswar, MK-107
suslart bulunmaktadir. Velojenik suslarin virulensi oldukg¢a yiiksek ve cok bulasici olup

solunum, sindirim ve sinir sistemi infeksiyonlarina neden olmaktadir. Velojenik suslarada
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Milano, Herts, Teksas GB, Israil, Corum suslar1 drnek verilir (Aydim, 2002b; Nasser ve ark,
2000; Riddell, 1996).

Tavuklarda morbidite ve mortalite oldukca yiiksektir. Bakteriler gibi diger hastalik
etkenlerinin infeksiyona karismasi ile hastalikta Sliimler artmaktadir. Virusun etkileri ¢esitli
fiziksel ve kimyasal tedavi yontemleri ile azaltilabilir ancak, virusun tamamen inaktivasyonu
oldukca gili¢ olmaktadir. NH'dan korunmada asilama uygulanmasi en etkili yoldur, ancak
infeksiyonu kontrol altinda tutabilmek i¢in mutlaka bir eradikasyon programi gelistirilmelidir

(Alexander, 1991).

Hastaligin teshisinde immunohistokimyasal teknikler faydali olmakla birlikte kesin
teshis i¢in virus izolasyon ve identifikasyonu sarttir. Canli asilar solunum sisteminde

reaksiyonlara neden olabilir (Alexander, 1991).

2.1.6. Diger Paramiksoviruslar

Paramiksovirus (PMV) Tip 2, 3 ve 6 tavuk, hindi ve oOrdeklerde solunum sistemi
semptomlar1 ile birlikte yumurta veriminde de diismelere neden olurlar. Mortalite diisiiktiir,

asilama PMV Tip 3'e kars1 yapilmaktadir (Alexander, 1991).

2.1.7. Pneumoviruslar

Tavuklarda Siskin Bas Hastalii (SHS) ozellikle 4-6 haftalik broylerler basta olmak
tizere, damizlik ve yumurtacilarda peri ve infraorbital sinuslarda siskinlik, tortikollis,
opistotonus ve inkoordinasyonla karakterize akut seyirli bir solunum sistemi hastaligidir
(Akan, 2002).

Bu hastalik, hindilerde ve tavuklarda TRT (Turkey rhinotracheitis), SHS (Swollen Head
Sendromu) ve ART (avian rhinotracheitis) olarak da adlandirilir. Klinik bulgular veya
lezyonlar sadece bu infeksiyona 0zgli degildir. Bulgular diger mikroorganizmalar
infeksiyonlar1 (Bordetella, ORT, mikoplazma gibi) ile karisabilir. TRT, SHS ve ART’ nin,
APV (Avian pnomovirus) infeksiyonu sonucu sekillendigi kabul edilir. Hastaligin siddeti
muhtemelen sekonder infeksiyonla iligkilidir. SHS i¢in karakteristik kabul edilen siskin bag

sendromunu aslinda E. coli’ye bagli sekonder infeksiyon sonucu olusur (Gough, 2003).



Hastaligin etkeni paramyxovirus grubuna dahil bir Pneumovirus alt ailesinden
Metapneumovirus genusunda klasifiye edilir. Etken ayn1 zamanda hindilerin rinotrakeitisinin
de (TRT) etkenidir. Hastalikli hayvanlardan pnémovirusla birlikte siklikla E.coli izole edilir.
Ayrica Klebsiella spp, Pasteurella spp, Haemophilus spp ve Staphylococcus spp izole
edilebilir (Akan, 2002; Gough, 2003). Siiliinlerde PV ile enfekte olabilirler ancak, giivercin,
ordek ve kazlar direnclidirler. TRT hastaliginda gen¢ hindilerde goriilen en Onemli
semptomlar hapsirma, kopiiklii burun akintisi, konjunktivitis, sinuslarin sismesidir (Lister ve
Alexander, 1986). Yumurtaci kanathilarda yumurta verimi de diismektedir. TRT
infeksiyonlarinda morbidite yiiksek olmakla birlikte, mortalite diger infeksiyonlarin

bulunmasina bagl olarak degismektedir (Alexander, 1991; Hafez, 2000).

SHS sinuslarin sigsmesi, depresyon ve tortikollise neden olur. Morbidite diistiktiir.
Hastaliga genc kanathilar yash kanatlilardan daha duyarlidirlar. Korunma canli ya da inaktif
asilarin kullanilmasi ile saglanabilir. TRT'in antibiyotikler ile tedavisinin oldukca basarili
oldugu bildirilmektedir, bu basart muhtemelen sekonder bakteriyel infeksiyonlarin kontrol
altina alinmasindan kaynaklanmaktadir. Virus izolasyonu oldukg¢a giic olmasina ragmen,

seroloji teshis i¢in en giivenilir yoldur (Alexander, 1991; Hafez, 2000).

2.1.8. Reoviruslar

Reoviruslar (RV) tendosinovitis ve artritise neden olurlar. Ayni1 zamanda tavuklarda,
hindilerde ve diger kanatlilarda akut ya da kronik ¢esitli solunum sistemi infeksiyonlar: ile
ilgilidirler (Rosenberger ve Olson, 1991). RV primer patojen etken olarak rolleri tam agikliga
kavusturulamamistir, ancak, sekonder patojen olarak rolleri belirlenmistir. Asilama ile
oldukca iyi bir korunma saglanabilir. Teshis i¢in virus izolasyonu en iyi yoldur (Rimler ve

Davis, 1977).



2.2. Bakteriyel Hastaliklar

2.2.1. Hindi korizasi

Hindi korizas1 (HK) etkeni Bordetella avium dur. Hastalik hindilerde agir, tavuklarda
daha hafif semptomlarla seyreder (Arp ve Skeeles, 1991). HK hapsirma, oksiirme, berrak bir
burun akintisi, tracheanin iistiinde mukoid eksudat birikimi ile karekterizedir. Diisiik mortalite
ile birlikte yiiksek morbidite HK icin tipik bir bulgudur. infeksiyon en ¢ok direkt temas, altlik
ya da suyun kontaminasyonu yoluyla bulasmaktadir (Simmons ve Gray, 1986). Hastaliktan
korunmak igin agilama faydalidir. Ug giin siire ile oksitetrasiklin ile penisilinin yiiksek
dozlarinin verilmesi, canli agilar kadar bakterinler ilede igme sularina katilmasiylada tedavi
saglanabilir (Kelly ve ark, 1986). Onceleri Alcaligenes faecalis olarak bilinen B. avium
McConkey Agarda iireyen, aerobik, Gram negatif, hareketli, kiigiik, ¢omaklardir (Kelly ve
ark, 1984).

2.2.2. Escherichia coli

Kanatlilarda E.coli’nin primer ya da sekonder olarak goriildiigii infeksiyonlara sik
rastlanilmakta ve bunlara bagli biiyiik ekonomik kayiplar goriilmektedir. Stres faktorleri
infeksiyonu siddetlendirmekte ve etkenin olaya sonradan katildigi durumlarda infeksiyonun
klinik tablosu, prognozu ve sagaltimi degismekte ve gliclesmektedir (Arda ve ark, 1994). E.
coli, virusler (Infeksiydz Bronsitis Hastalig1 Virusu ve Newcastle Hastaligi Virusu) ya da
cogunlukla kronik solunum sistemi hastalig1 etiyolojik etkeni olarak bilinen Mikoplazmalar
ile birlikte infeksiyona neden olur. Mortalite infeksiyonun ilk haftalarinda goriiliir. Mortalite
orani oldukca yiiksektir. Genellikle mikoplazma infeksiyonlar1 antibiyotikler ile etkili olarak
tedavi edilmesine ragmen, antibiyotiklere diren¢li kanatli E. coli izolatlar1 bulunmaktadir.
Korunmada agilama etkili bulunmustur. E. coli McConkey Agar'da ve standart besiyerlerinde
ireyen, hareketli, fakiiltatif anaerobik, Enterobacteriaceae familyasinda bulunan, Gram

negatif bir comaktir (Gross, 1991).



2.2.3. infeksiyoz Koriza

Haemophilus paragallinarum tarafindan meydana getirilen Infeksiydz Koriza (IK)
yalnizca tavuk ve bildircinlarda goriilmekte olup; hindi, gilivercin ve kazlarda infeksiyon
meydana getirmemektedir. Hastalik nazal bosluklarin mukoz membranlarinin ve sinuslarin
akut kataral yangisi ile karekterizedir. Ayn1 zamanda yiizlin subkutan 6demi ve konjunktivitis
stkca goriilmektedir. Pnomoni ve hava kesesi yangisina nadir olarak rastlanmaktadir.
Newcasle Hastalig1 Virusu, Infeksiydz Bronsitis Virusu yada Mikoplazma gibi diger solunum
sistemi patojenleri ile komplike olan vakalarda IK oldiiriicii olabilir (Yamamato, 1991).
Solunum sistemi ile bulagsma en sik goriilen bulagsma yoludur. Bakterin asilar serovar 6zellikli
olmasma ragmen koruyucudur. Canli asilar daha iyi bir kros korunma saglar (Rimler ve
Davis, 1977). Bu hastaligin antibiyotikler ile tedavisi pek ¢ok antibiyotigin bakteriosidal
olmamasi nedeniyle giictiir. Ayn1 zamanda etkende, ilaca karsi hizla diren¢ gelismektedir.
Trimethopprim ile birlikte siilfonamidler gibi ilag kombinasyonlar1 olduke¢a etkili olmaktadir
(Lu ve ark, 1983). H. paragallinarum gram negatif, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik,
Pasteurellaceae familyasinda bulunan pleomorfik ¢comak sekilli, iiremesi icin NAD/NADH
ve bazen de serum gerektiren bir etkendir. Bununla birlikte, Giiney Afrika'da serum ve 44
NADH'e gereksinim duymadan {ireyebilen patojen H. paragallinarum suslart da

bildirilmektedir (Yamamato, 1991).

2.2.4. Kronik Solunum Sistemi Hastaligi1 (Chronic Respiratory Diseases-CRD)

Genellikle pili¢, tavuk ve hindilerde solunum sisteminde goriilen ve biiylik ekonomik
kayiplara neden olan enfeksiydz bir hastaliktir. Et ve yumurta veriminin azalmasi, siniizitis,
trakeitis, hava kesesi yangisi gibi solunum sistemi lezyonlari, salpingitis, gen¢ hayvanlarda
hareket ve canliligin kaybolmasi, artritis, tenosinovitis, hindilerde ensefalopati gibi belirtilerle
seyreder. Hastaligin etkeni Mycoplasma gallisepticum (MG) dur ve CRD’nin primer etkeni
olarak degerlendirilir (Gaunson ve ark, 2000; Ley, 2003).

Hastaligin bulagmasi lateral ve vertikal olabilmektedir. Ozellikle damizlik isletmelerde
klinik belirti gostermeyen hasta hayvanlarin yumurtalarindan ¢ikan civcivler lateral
bulasmada biiyiilk Oneme sahiptir. Etkenin hiicre duvarmmin olmamasina ragmen insan
giysilerinde 3 giin kadar yasayabildigi, bu nedenle de bulagmada biiyiik 6neme sahip oldugu
belirtilmistir (Esendal, 2002a; Ley, 2003).
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Infeksiyonun bulasmasinda direkt ve damlacik infeksiyonu kadar yumurta yolu ile
bulasmada oOnemlidir. Korunmada bakteriyel ve canli asilar etkilidir. Mikoplazmozisin
tedavisinde basar1 hastaligi meydana getiren etkene de baglhidir. Tim tiirler kullanilan
antibiyotiklere esit diizeyde duyarli degildir. Tylosin enjeksiyonu Mikoplazma
infeksiyonlarina etkili olmaktadir (Yamamato, 1991; Yoder, 1991).

2.2.5. Tavuk Kolerasi

Ast gelistirilmek i¢in calisilan ilk bakteriyel hastalik olmasi acisindan tarihi bir 6nemi
vardir (Erganis ve Istanbulluoglu, 1993). Tavuk koleras1 kanatli hayvanlarin perakut, akut ya
da kronik seyreden, bulasici, hava kesesi yangisi ve pléropndmoni ile karakterize septisemik
ve Oldiiriicti bir hastaligidir (Riddell, 1996). Etkeni Pasteurella multocida’dir. Tavuk kolerast
sicak, 1liman ve yagish iilkelerde ¢ok goriiliir (Aydm, 2002a). Oliimler genelde yumurtaci
tavuklarda sekillenmektedir. Onalti haftaliktan kiigiik pili¢ler hastaliga daha direnglidir.
Bulagma sindirim, solunum, deri ve konjuktiva yoluyla olur (Glisson ve ark, 2003). Virulent
suslar ates, istahsizlik, agizdan miik6z bir akint1 gelmesi, diyare ve solunum hizinda artis ile
karekterize, akut koleraya neden olur. Bu belirtiler septisemi sonucunda 6liim goriilmeden bir
giin once belirginlesmektedir. Kronik koleraya daha az virulent suslar neden olur ve bu suslar
ayak tabani, eklemler ve solunum sisteminde lokalize semptomlara neden olurlar. Infeksiyon
kaynagi latent ve infeksiyonu kronik olarak geciren kanatlilardir. Canli asilar iyi korunma
saglarlar ancak infeksiyon riski tagirlar. Akut koleranin tedavisi oldukg¢a giictiir. Deneysel
caligmalarda inokiilasyondan Once yiliksek dozda Streptomisin gibi antibiyotiklerin kas i¢i
kullanilmast 6liimii engellemektedir. Kronik koleranin tedavisi, suslarin antibiyotiklere karsi
duyarhiliklar1 farkli oldugundan, susun duyarliligina baglidir. P. multocida, Pasteurellaceae
familyasinda bulunan, hareketsiz, kii¢lik, fakiiltatif anaerobik, McConkey Agarda liremeyen,

standart besiyerlerinde hizl1 tireyen Gram negatif bir gomaktir (Rhoades ve Rimler, 1991).

2.2.6. Riemerella anatipestifer

R. anatipestifer onceleri Pasteurella anatipestifer olarak bilinmekteydi (Segers ve ark,
1993). Etken &rdek, hindi, kaz, siiliin gibi kanatli hayvanlari etkilemektedir. Infeksiyon goz ve

burun akintisi, ataksi, orta deceli Oksiiriik ve hapsirmaya neden olmaktadir. Boyun ve bas
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tremoru R. anatipestifer infeksiyonlar1 icin tipik bulunmaktadir. Mortalite, diger hastaliklarin
bulunmasi ya da cevresel kosullar gibi predispozisyon yaratan faktorlerin olmasina bagl
olarak degisir. R. anatipestifer'in kanatlilar1 nasil infekte ettigi tam olarak acikliga
kavusturulamamakla birlikte daha kii¢iik yaralanmalar ve damlacik infeksiyonu yolu ile
bulasma yayilmasinda Onemlidir. R. anatipestifer suslarinin direngli olmasi nedeniyle
antibiyotikler ile tedavi giigtiir. Genellikle siilfonamidler etkilidir. Hastaliktan korunmada
asilama etkili bir yontemdir ancak, olusan bagisiklik serotipe 6zeldir. R. anatipestifer gram
negatif, kiiclik, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik ¢omaklar olup Pasteurellaceae familyasinda

yer almaktadir (Sandhu ve ark, 1991).

2.2.7. Ornithobacterium rhinotracheale

Solunum yolu enfeksiyonlari, kanatli hayvanlarini etkileyen en ciddi hastalik grublar
arasinda gosterilir. Bulasic1 olmayan faktorlerden kaynaklanan solunum yolu hastaliklarina
yol agan nedenler arasinda, Iklim kosullari, kotii kiimes yonetiminden kaynaklanan bakim
hatalar1 gosterilebilir (yeterli havanin verilememesi vb). ORT, yakin zamanda diinyanin
bircok  llkesinden izole edilmistir.  Ornithobacterium  rhinotracheale,  diger
mikroorganizmalarla sinerji olusturabilir. mortalitenin yiikselmesine, ila¢ maliyetlerinin
artmasi, yumurta Uretimindeki diislislere ve yumurta kabugu kalitesinin azalmasi gibi

etkilerinden dolay1 ciddi ekonomik kayiplara neden olur (Vandamme ve ark, 1994).

2.2.7.1. Ornithobacterium rhinotracheale Tarihcesi

1991 yilinda Giiney Afrika’daki broiler tavuklarinda DuPreez tarafindan yeni bir
solunum yolu hastaligr gozlemlenmistir. Yaklasik 28 giinliik yasta tiksirma ile baglayan ve
bakim doéneminin sonuna kadar devam eden hafif derecede solunum bulgulari, mortalitenin
artmasi ve performans parametrelerinin diismesine (6rnegin, giinliik gramaj aliminin azalmasi
ve yem doniisiimiinde artis) neden oldugu gozlenebilir. Postmortem muayenesinde en garpict
ozellik, kanatlinin hava keselerinde 6zelliklede abdominal hava kesesi i¢inde kopiiklii beyaz,
'yogurt benzeri' bir eksudat ve pndmoni goriilmesi. Bakteriyolojik muayenede bilinen bakteri
tiirleri arasinda herhangi biri olarak simiflandirilamayan yavas gelisen, pleomorfik, Gram-

negatif bir cubuk oldugu tespit etmislerdir (van Beek ve ark, 1994).
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1987 yilinda Macaristan'da solunum hastaligina yakalanan ordeklerden izole edilen
Pasteurella benzeri bakteriyle ve 1991 - 1992'de Almanya'da solunum yolu rahatsizlig1 olan
hindilerden izole edilen Riemerella anatipestifer benzeri oldugu diisiliniilerek bulunan
suslarda, yapilan arastirmalarla biyokimyasal olarak Giiney Afrikali izolatlarla ayni oldugu
kanitlamiglardir (van Empel, 1998 ). Hollanda ve Almanya'da 1993 yilinda, burun akintisi,
hapsirma, 1slak gozler ve infraorbital siniislerde sisme gibi klinik bulgularla birlikte ciddi
biliylime geriligi gozlenen birkag¢ hindi tespit edilmis. Ayrica broilerlerde hafif-orta siddette
solunum sikintis1 ve akut liimler gézlendigini tespit etmislerdir (Hafez ve ark, 1993, Hinz ve
ark, 1994; van Beek ve ark, 1994).

Hollanda'da geng yastaki kanath siiriilerinde Pasteurella multocida, infeksiyonuna
benzer bulgular gozlemlenmis. Giiney Afrika, Almanya ve Macaristan'daki bulgulara
benzeyen ve ayni semptomlari gosteren hayvanlardan alinan dokularda Gram negatif
cubuklar, izole etmislerdir (van Beek ve ark, 1994). Enfeksiyonlar normal olarak 2-6 haftalik
hindilerde ve 2-5 haftalik donemde broylerlerde baslamis olup, Almanya'da, 14 hafta veya
daha biiyiik hindilerde goriilmiistiir. Daha sonra, benzer pleomorfik Gram-negatif ¢ubuklarin
Israil, Ingiltere ve ABD ile Belgika ve Fransa'da diger kanatli solunum hastaliklar1 ile birlikte
izole etmislerdir ( Hafez ve ark, 1993; Bock ve ark, 1995; Wilding ve Hickson, 1995;
Charlton ve ark, 1993; Wyffels ve Hommez, 1990; Leorat ve ark, 1994). Daha onceleri
(1993’ten once) tavukgulukta O. rhinotracheale enfeksiyonlariyla benzer semptom gosteren
viriislerle veya Haemophilus paragallinaruma, Pasteurella, Riemerella, Flavobacterium /
Cytophaga spp. gibi bakterilerle karistirllmaktaydi (Hafez ve ark, 1993; Mouahid ve ark,
1992; Bragg ve ark, 1997).

Baslangicta, yeni yeni goriilmeye baslayan pleomorfik Gram-negatif cubuk bakteri,
Pasteurella veya Kingella ya benzetilerek isimlendirilmis (van Beek ve ark, 1994; Hafez ve
ark, 1993; Charlton ve ark, 1993). Daha sonralar1 Bisgaard tarafindan, TAXON 28 olarak
adlandirilan bir grup bakteri igerisinde simiflandirilabilecegini belirtmistir. 1994 yilinda
Ornithobacterium adi, rRNA siiper ailesinin V ig¢indeki yeni cins ig¢in Onerilerek
rhinotracheale tiirii ad1 verilir (Vandamme ve ark, 1994).

Almanya'daki kiiltliir koleksiyonlarinin arastirmalarinda, O. rhinotracheale'in 1981'de
hindilerin solunum yollarindan, izole edildigi ortaya konulmustur (Vandamme ve ark, 1994),
1990'dan 6nce Belgika’da, ABD’de ve Israil’de izole edilmis, ancak su ana kadar 1981'den
once higbir izolasyon bildirilmedigini tespit edilmistir (Hinz ve Hafez, 1997; Charlton ve ark,
1993; Wyffels ve Hommez, 1990; Bock ve ark, 1995). O. rhinotracheale’nin, kanatl

tiirlerinden; keklik, siiliin, giivercin, bildircin, 6rdek, kekik kusagi, devekusu, kaz, kobay,
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tavuk ve hindiden izole edildigi bildirilmistir (Charlton ve ark, 1993; Vandamme ve ark,
1994; Anonymous, 1995; Buys, 1996; Devriese ve ark, 1995; Roger ve Leaorat, 1997; van
Empel ve ark, 1997).

Ozellikle kanatlilarda solunum hastaliklarini olusturan bakterilerin tespitinde kullanilan
rutin izolasyon ydnteminin degistirilmesinden sonra (% 5 ila % 10 CO, atmosferi altinda
kulugka stireleri daha uzun stireyle), O. rhinotracheale diinyada etlik pili¢lerden ve hindilerin
piiriilant pnomoni goriilen havakeselerin den izole edilebilir hale geldigini gormiiglerdir (van
Beek, 1994; Dudouyt ve ark, 1995; Travers, 1996; Odor ve ark, 1997; Ryll ve ark, 1997b;
Salem ve ark, 1997; Stellnberger ve ark, 1997, Tahseen, 1997; Hafez ve Friedrich, 1998;
Roepke ve ark, 1998). ABD'de farkli bolgelerde 1995 ve 1996 yillarinda O.
rhinotracheale’nin neden oldugu akut pndmoni mortalite oranlarint % 1 ila 15 arasinda, bazen
de % 50'ye kadar ¢ikarabilmistir (DeRosa ve ark, 1996; DeRosa ve ark, 1997; Tahseen, 1997).
Giliney Amerika ve Asya'da tavuklarda O. rhinotracheale'in varligi da serolojik olarak
kanitlanmistir (Arns ve ark, 1998; van Empel, 1998).

Son zamanlarda, O. rhinotracheale'in 28 giinliik ve daha biiyiikk broyler tavuklarinda
onemli miktarda kayip ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu vakalarda, ciddi bir bakteriyel osteit
ile kranyum {tizerindeki subkiitandz ddem tespit edilmis, ancak solunum yollarinda simdiye
kadar enfeksiyon gozlemlenmemistir. O. rhinotracheale'in kanathilarda akut bulagict
hastaliklara neden olabilecegi agiktir, ancak klinik bulgularin siddeti, hastaligin siiresi ve
konjonktiiri O. rhinotracheale salgilarmin mortalite oranlar1 son derece degiskendir (Tablo
2). ORT hastaliginin seyri kotii yonetim kosullari, yetersiz havalandirma, yiiksek adette
hayvan girisi, kotii cevre kosullari, kotii hijyen, yiiksek amonyak seviyeleri, eszamanli
yasanilan diger hastaliklar ve sekonder enfeksiyon tiirleri gibi bir¢cok cevresel faktdrden

etkilenmektedir (Goovaerts ve ark, 1998).

Tablo 2: ORT Infeksiyonlarinin Oliim Seyri (Goovaerts ve ark, 1998)

Tiir Yas(Hafta) Oliim oran1(%) Zaman (giin)
Hindi >2 1-15 7-8
Broiler 3-4 0-10 5-8
Broiler damizlik 24-52 1-3 >21
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Sekil 1. Siv1 kiiltiiriindeki gram boyama yapilmis O. rhinotracheale (Web3, 2017)

2.2.7.2. Ornithobacterium rhinotracheale Etiyoloji

Ornithobacterium rhinotracheale, Cytophaga, Riemerella, Flavobacterium, Weeksella,
Sporocytophaga ve Capnocytophaga cinslerinin  taksonomik cevresinden, rRNA
ustailesindedir. RNA siiperfamilya V iginde yer alir. O. rhinotracheale Gram negatif,
pleomorfik, sporsuz, hareketsiz, gomak bicimli bir bakteridir (Sekil 1). O. rhinotracheale
suslarinin G+C igerigi, % 37 ila 39 mol arasindadir (Vandamme ve ark, 1994). Simdiye kadar,
pili, fimbrialar, plasmidler veya 6zel toksik aktivitesi gibi 6zel yapilar veya ozellikler tespit
edilememistir (Leroy Seovin, 1998).

Organizmanin optimal biliylimesi, % 5 koyun kan agarinda 37 °C'de mikro-aerofilik
kosullar altinda (% 5 ila % 10 CO,) en az 48 saat inkiibe edilerek elde edilir. Bu kosullar
altinda, O. rhinotracheale, kulugkadan 24 saat sonra igne seklinde kolonileri gelistirir. 48 saat
sonra geliserek, kiiciik, dairesel, gri-beyaz kolonilere, bazen de kirmizimsi bir pariltiya ve
biitirik asid kokusuna benzeyen farkli bir koku tespit edilebilir. ilk izolasyonda, O.

rhinotracheale kiiltiirlerinin ¢ogu, inkiibasyondan 48 saat sonra 1 ila 3 mm arasinda koloni
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boyutlarinda degisiklik gostermektedir. Alt kiiltiirlendiginde, koloni boyutu daha diizgiin hale
gelir. Sivi ortamlarda biiytitiildiigiinde O. rhinotracheale agar iizerinde biiylidiiklerinden daha
pleomorfiktir ve incedir (0,2 ila 0,6 mm) ayrica bakteriler ¢ok degisken uzunlukta ve
genellikle kiimeler yaparlar (0,6 ila 5 mm). Bu kiimeler binlerce organizma icerebilir ancak
kolayca parcalanabilirler. Sivi ortamlarda tiim suslarin esit derecede biiyliyebilmesi i¢in Todd
Hewitt suyu ya da serum takviye edilmis beyin kalp infiizyon suyu gibi zengin bir besiyeri
gerekir. lyi bir secici besiyeri heniiz bulunmamakla birlikte, Escherichia colimin asiri
bliylimesini 6nlemek i¢in Ornegin kontamine numunelerde diger bakterilerin iiremesini
engellemek icin gentamisin ve polimiksin (her ikisi de 5 mg/ml) koyun kan agarina ilave
edilebilir. O. rhinotracheale suslarinin % 90" bu antibiyotiklere karsi direnclidir, bu katki
maddeleri olmaksizin koyun kan agari dahil edilmesi herzaman daha iyidir (van Empel,

1997).

2.2.7.3. Ornithobacterium rhinotracheale Epidemiyolojisi ve Yapilan Arastirmalar

O. rhinotracheale'in kisa siirede diinya capinda yayilmasi ilging epidemiyolojik
arastirmalart tesvik etmistir. Diinyadaki izolatlarin 0Ozelliklerinin karsilastirildig: ¢esitli
calismalar yapilmstir.

Serotiplendirme yapilirken 0©zellikle tavuklardan izole edilen serotipin diislik
cesitliliginin oldugu goriilmekle birlikte, izolatlarin ¢cogunlugunun serotip (A) oldugunu ve
suslarin % 97'sinin dort biiyiik A, B, D ve E serotipine ait oldugunu ortaya koymuslardir ( van
Empel ve ark, 1997).

Yapilan karsilastirmali testlerde viral ekim sonrasi kanatlilarda hava yolu ile bulagan
ORT ftizerine ¢alisilmis, farkli suslarda higcbir patolojik degisiklik goriilmemis ve biitiin
kanathilar ve hindilerde suslar esit patojenitede oldugunu tespit etmislerdir (van Empel ve ark,
1996; van Empel, 1998). Bununla birlikte, virlis primerleri olmayan enfeksiyonlarda
kullanildiginda Giiney Afrika ve Alman izolatlart O. rhinotracheale suslar1 arasinda
patojenitede ufak farkliliklar oldugu tespit edilmistir (Travers ve ark, 1996; Ryll ve ark,
1997a).

O. rhinotracheale suglarinin toplam protein (TP) profili ve dig membran proteini (OMP)
proteinleri ayni zamanda yiiksek benzerlik seviyeleri gosterirken, serotip farkliliklarina
ragmen benzerlik katsayis1 (Sd) % 84'lin iizerindedir (Amonsin ve ark, 1997; van Empel ve
ark, 1999b). Genetik arastirmalarda, test edilen suslar arasinda kiigiik farkliliklar goriilmiis

olmasma ragmen % 99 benzerlik oraninda 6 farkli rep-PCR tiirli olan 16S rRNA sekans
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benzeri O. rhinotracheale bulunmustur (Amonsin ve ark, 1997). Test edilen suslar arasinda
16S rRNA dizileri, DNA-DNA baglanma degerleri ve G+C igerigi (% 37 ila 39 mol) yiiksek
benzerlikler gosterir (Vandamme ve ark, 1994). Ribotiplendirme yapilarak arastirilan 23
Fransiz susu, diisiik ayirt edilebilen degerler gostermistir (Genomik DNA'nin ¢ok korunan
bolgelerinin polimorfizminin tespitine dayali) (Leroy Setrin ve ark, 1998). Ayni calismada
OPG11 (TGCCCGTCGT) primerli rasgele ¢ogaltilan polimorfik DNA (RAPD) yontemi, %
82'lik bir Sd ve % 50'lik bir Sd'ye sahip bes RAPD tiirii ile dokuz RAPD tipini ayirt
edebilmistir. Ellilic sus {izerinde yapilan bir caligmada, amplifiye fragment uzunlugu
polimorfizmi (AFLP) yonteminin de ayirt edici oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglari,
O. rhinotracheale'in en az 5 alt spesifik tlire boliinmesi gerektigini gostermektedir. AFLP
sonuclari, diger bakterilerle yapilan benzer calismalarin sonuglariyla karsilastirildiginda,
Ornithobacterium cinsinin ¢ tiire boliinmesi gerektigi sonucuna varilabilir. Bununla birlikte,
Ornithobacterium cinsinin daha fazla tiire bdliinmesini gerektirecek bi¢imde destekleyecek
hicbir sonu¢ bulamamislardir. Sonug olarak, test edilen O. rhinotracheale suslari arasinda
biyokimyasal reaksiyonlar, patojeniteleri, 16S rRNA sekanslarinin, TP ve OMP proteinlerinin
arasindaki yiiksek benzerligi (hepsi serotipleme sonuglari ile herhangi bir korelasyon
gostermez), dikkate alindiginda diinyadan toplanan orneklerin kiiclik bir gruba ait oldugu
belirlenmigstir. RAPD ve AFLP sonuglar1 O. rhinotracheale'in alttiirleri hatta Ornithobacterium
tiirleri arasinda yukarida belirtilen testlerin ¢ikan sonuglarina gore daha biiyiik farkliliklar
tespit etmislerdir. Ornegin tiim 16S rRNA'y1 siralayarak ilgili susun geni daha kapsamli
olarak arastirilabilir (van Empel ve ark, 1999b).

2.2.7.4. Ornithobacterium rhinotracheale Tan

O. rhinotracheale enfeksiyonlarmin klinik bulgular1 ve postmortem lezyonlar diger
bakteriyel ve viriis enfeksiyonlarina benzer oldugundan, ORT izolasyonu ve identifikasyonu
ayirict tani gerektirir. Solunum hastaligi kompleksinde, P. multocida, P. gallinarum ve P.
haemolyticamin yam sira R. anatipestifer, Yersinia pseudotuberculosis (daha dnce Pasteurella
cinsine dahil edilmis), B. avium ve H. paragallinarum da dahil olmak {izere Pasteurella
cinsinden birkag cins katilmaktadir ve ayiric1 tanida dikkate alinmalidir.

Bakteriyel kiiltiir Ornekleri hastaligin  erken sathalarinda toplanmalidir. O.
rhinotracheale trakea, trakea siirlintiileri, akcigerler ve hava keseciklerinden genellikle izole
edilebilir. Sahada goriilen hastalikta tani i¢in kalpten alinan kanin ve karaciger dokusunun

kiiltiirli, olumsuz sonuglar ortaya koydugunu gérmiislerdir (Hafez ve ark, 1993). Deneysel
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infeksiyonlardan sonra bu organlarin yani sira beyin, yumurtalik, ovidiikt ve dalaktan da

bakteriler izole edilebilir (van Beek ve ark, 1994; Nagaraja ve ark, 1998).

2.2.7.5. Ornithobacterium rhinotracheale Serolojik Arastirmalar

AGP testlerinde ve enzime bagli immunosorbent analizlerde (ELISA) antijen olarak
kaynatilmis ekstre ile monovalent antiserum kullanarak, 12 serotip O. rhinotracheale (A'dan
L'ye) su ana kadar ayirt edilebilir (van Empel ve ark, 1997; van Empel, 1998). Hem AGP testi
hem de ELISA, sadece serotip 0zel olarak degil, ayn1 zamanda O. rhinotracheale'i, P.
multocida, R. anatipestifer ve H. paragallinarum gibi diger kanatli patojenlerinden ayirt
etmek i¢in de kullanilabilir (van Empel ve ark, 1997). AGP testi yapilarak, diinyanin bir¢ok
yerinden alinan 1091 tavuk ve hindi izolatinin serolojik olarak arastirildig: bir ¢alismada O.
Rhinotrachealeye ait serotip A'nin, Ozellikle kanatlilarda en yiiksek prevalanst oldugu
bulunmustur (kanath suslarinin% 95'i bu serotiptir ), hindi izolatlar1 ise daha heterojen olup,
serotipler arasinda boliinmiistiir. Ayrica bulunduklari cografik bolgeler ile serotipler arasinda
iliski bulmuslardir. O. rhinotrachaele Serotipleri ve Cografi Kokenleri Tablo 3’de
verilmektedir (van Empel ve ark, 1997). Sodyum dodesil siilfatin antijen olarak kullanildig:
bir ELISA'nin serotipe spesifik olmadigi kanitlanmis (Hafez ve Sting, 1997) ayrica daha az
duyarl oldugu vurgulanmistir (van Empel, 1998). Hizli slayt aglutinasyonu (RSA) testi de
diagnostik amaglar i¢in kullanilabilmektedir (Back ve ark, 1998b).
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Tablo 3: O. rhinotracheale Serotipleri ve Cografi Kokenleri (van Empel ve ark, 1997)

Ulkeler Serotip

A | B|C|D|E|F|G|H|I|J|K]|L | NT*|TOPLAM
Kanath
Fransa 9 1 1 1 12
Almanya 22 22
Belgika 21 21
Italya 1 1
G. Afrika | 78 1 79
Hollanda |310| 6 3 2 2 323
Amerika 501 1 |2 3 56
Toplam 49177 3101410100230 3 514
Yiizde 95 | 1 1010} 0]0]O0]O0]1]O0 1 100
Hindi
Fransa 46 | 9 8 |12 75
Almanya 25 | 30 1 56
Israil 8 | 16 24
Hollanda | 138 | 68 331416 |1 |5 1 266
Ingiltere 27 | 13 1 1 42
Irlanda 1 1
Amerika 88 | 18 | 5 1 1 113
Toplam 333|154 5 [41|2816 |1 |6 [1]0]0/|1 1 577
Yiizde (2711, 7|5]1]0]1]0]0]01/0 0 100

*NT- mevcut degil, antiserum vardir

2.2.7.5.1. Antikor Tespiti i¢in Serolojik Muayene

O. rhinotracheale'ye kars1 antikorlarin varliginin goriilebilmesi icin, bir giinliik
kanathilarda ve yumurta sarisinda, yada klinik bulgularin goriildiigii kanatlhilarda tanisal
amaclar i¢cin ELISA testi kullanilabilmektedir. ELISA'nin serotip 6zelligi bir dezavantajdir
ancak su anda bilinen 12 serotipin en az dokuzuna kars1 antikorlar tespit edebilen bir ticari kit

(Biocheck, Gouda, Hollanda) gelistirilmistir ( van Empel, 1998). Antikor titreleri, olusan saha
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enfeksiyonundan 1-4 hafta sonra zirve yaparken, sonrasinda hizla diisiis gosterir bundan
dolay1 siirii taramasi i¢in serum Orneklerinin farkli yaslarda alinmasi gerekmektedir (van
Empel, 1998). O. rhinotracheale, deneklerde hava yollu bulasmasiyla birlikte kiiltiirlerinde
antikorlar, 5 giin sonra saptanabilir (van Empel ve ark, 1998a). Deneysel enfeksiyonlarda
ELISA ile 6lciilen antikor seviyeleri, saha enfeksiyonlarinda goriilenlerden daha yiiksektir ve
yiikksek diizeyler daha uzun siire gozlemlenir (van Empel ve ark, 1999a). Serolojik bir
arastirmada broyler damizlik siiriilerin %79'unda, etlik pili¢ ve etlik hindi siiriilerinde ise %
26 ve % 55 oraninda O. rhinotracheale'ye karsi antikor tespit edilmistir (Hafez ve Sting,
1996). Baska bir arastirma, etlik hindi siiriisiinin % 96,6’sinda antikorlar oldugunu
gostermistir (Ryll ve ark, 1997b).

ELISA testleri kullanilarak O. rhinotracheale ve ORT ye kars1 antikor varligi agisindan
21 broyler damizlik siiriisiinden alinan serum Ornekleri incelenmis. O. rhinotracheale'ye ait
maternal antikorlar, bir giinliikk yastaki herhangi bir siiriide tespit edilememistir (Hafez,
1997a). Dogal enfeksiyon sonrasinda antikor diizeylerinde belirgin artislar olusurken, klinik
bulgularin tam sekillenmedigi bildirilmistir. Hafez’e gore incelemeye katilan tiim broyler
damizlik siiriilerinde, dogal bulasma sonrast O. rhinotracheale'e antikor diizeylerinde belirgin
bir artis olmustur, arastirdiklar1 21 siiriiden 16'sinda ORT antikor diizeylerinde belirgin bir
artis oldugunu tespit etmistir (Hafez, 1997a). Baska bir ¢alismada bes hindi siiriisiinde dogal
bulasma sonrasinda ORT antikor seviyelerinde belirgin bir artis gozlenmis, bu siiriilerin
iiclinde O. rhinotracheale antikor diizeylerinde bir artis eslik etmistir (Hafez, 1998b). O.
rhinotracheale ve Chlamydia psittaci arasindaki benzer bir etkilesim, yakin zamanda,
solunum yolu enfeksiyonlar1 geciren hindilerin serolojik olarak incelenmesi ile saptanmistir
(Hafez ve ark, 1998). RSA testinin de ayn1 zamanda antikorlarin tespiti i¢in kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Back ve ark, 1998b; Bock ve ark, 1995; Bock ve ark 1997; DeRosa ve ark,
1997). Capraz reaksiyonlar meydana gelmesine ragmen, ¢ogu RSA reaksiyonu serotip

spesifiktir ve fakat ELISA kadar hassas degildir (van Empel, 1998).

2.2.7.6 Ornithobacterium rhinotracheale Tedavi ve Kontrol

O. rhinotracheale'in antibiyotiklere duyarlilig1 ¢cok tutarsizdir ve susun kaynagina bagl
olarak da degismektedir. Almanya'da, suslarin % 901 enrofloksasine diren¢li (Hafez, 1996),
Fransa ve Bel¢ika'da izole edilenler ise bu antibiyotige cok duyarli bulunmuslardir (Devriese

ve ark, 1995; Dudouyt ve ark, 1995; Roger ve Leaorat, 1997). Lincomycin, tylosin,
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doksisiklin ve flumequin i¢in de kazanilmis direng bildirilmistir (Devriese ve ark, 1995; Chin
ve Droual, 1997).

Enfekte hindilerin tedavisi, 6zellikle pnémoni yaygin oldugu zaman konvansiyonel oral
terapotiklerin kullanimi ile zayif sonuglar vermektedir. Ornegin, enrofloksasin ve trimetoprim
+ siilfonamidin kullaniminin zayif sonu¢ verdigi bildirilmistir (van Beek ve ark, 1994).
Hastaliga kars1 bazi durumlarda, tetrasiklinler ve sentetik penisilinler ile enjeksiyonlar
(genellikle iki kez) etkili bir tedavi yontemidir. Eger ilag basarisiz olursa birkag¢ hafta icinde
stiriide % 25 oranini bulan mortalite goriilebilmektedir (van Beek ve ark, 1994). Hollanda'daki
baz1 vakalardan izole edilen suslarin, enrofloksasin ve trimetoprim-+siilfonamid i¢in direncli,
ancak tetrasiklin ve ampisiline duyarli oldugu tespit edilmistir. Hemen hemen hepsinin
flumequin’e direncli oldugunu gérmiislerdir (van Empel PCM, 1998), Almanyada yapilan bir
arastirmada, Alman suslarinin % 90 ila 100'liniin enrofloksasin, neomisin, gentamisin ve
trimetoprim + siilfonamid'e kars1 diren¢li oldugunu, ancak tiim suslarin tetrasiklin,
kloramfenikol ve amoksiline duyarli oldugunu gostermistir (Hafez, 1996). Son {i¢ antibiyotik,
Almanya'da ve Ingiltere'de igme suyuyla rahat bir sekilde kullanilabilmektedir (Chin ve
Droual, 1997). Fransa'da tespit edilen tiim suslar, amoksisilin, spektinomisin ve tylosine
duyarhdir, ancak gentamisin ve kolistine diren¢li oldugu goriilmiistiir (Roger ve Leaorat,
1997). O. rhinotracheale izolatlarinin ABD'den duyarliligina iliskin yapilan arastirmalarda,
test edilen tiim suslar ampisilin, eritromisin, penisilin, spektinomisin ve tylosine duyarl
olarak bildirilmistir. Arastirmada ki 68 susun 547 neomisin, sara-oksasin ve tetrasikline
duyarli ve daha az sayidakiler gentamisin, streptomisin ve trimetoprim i¢in duyarli oldugu
gorilmiistiir. ABD izolatlari, en azindan eritromisin ve sara-oksasin i¢in duyarlilik
oranlarinda belirgin olarak Alman izolatlarindan farkli saptanmislardir (Nagaraja ve ark,
1998). Tedavilerde klortetrasiklin'in 500 ppm'lik bir doz seviyesinde 4 ila 5 giin siiren bir
icme suyu uygulamasi, ¢ok etkilidir ve 3 ila 7 giin boyunca 250 ppm'lik bir doz seviyesinde
igme suyuna amoksisilin uygulanmasi verilmis ve tatmin edici sonuglar elde edilmistir
(Hafez, 1997Db).

Ornitobacterium rhinotracheale suslarinin farkli kimyasal dezenfektanlara duyarl
oldugu goriilmiis. Formik ve glioksil asitler gibi farkli organik asitler ve farkli aldehitler
iceren VENNO-FF Siiper'e dayanan VENNOVET 1 Super (Menno-Chemie GMBH,
Norderstedt, Almanya) preparatlar1 organizmay1 in vitro olarak % 0,5 konsantrasyonda 15
dakikalik bir uygulamayla inaktif hale getirebililmektedir (Hafez ve Schulze, 1998). Bununla
birlikte, glinlimiizde O. rhinotracheale enfeksiyonu endemik hale gelmesi nedeniyle daha

once temizlenmis ve dezenfekte edilmis olan kiimeslerde ve ozellikle ¢ok sayida kanatl
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kiimesi olan bolgelerde ve ¢ok eski ciftliklerde civciv giriglerini ve O6liim oranlarini
etkileyebilir. Enfekte olmus bir kiimeste hayvani c¢ikardiktan sonra diizgiin bir sekilde
temizlenmezse ve dezenfeksiyon basarisiz olursa, ¢evredeki diger kanathi kiimeslerinde

enfeksiyonlara neden olabilir.

2.2.7.6.1. Ornithobacterium rhinotracheale Asilama

Bu alandaki otojen inaktive yag adjuvanmi asilarina sahip asilar, O. rhinotracheale
salginlarin1 azaltmada basarili olmustur (Bock ve ark, 1997). Bir giinliikk hindilerde ve
hastaligin bulundugu broylerlerin agilanmasi, homolog susla degerlendirilebilecek seviyede
koruma saglamistir. Bununla birlikte 26 giinliik yasta ND virlisii ile agilanmasindan sonra yag
adjuvantindaki bir bakterinin O. rhinotracheale aerosolii ile challenge yaparak
havakeselerindeki semptomlar1 azalttig1 bildirilmistir (van Empel ve van den Bosch, 1998).
Bir giinliik hindide deneysel olarak hava yoluyla ORT viriisii ile asilanmasindan sonra O.
rhinotracheale ’den kaynaklanan kilo alamamasina ve hava boslugundaki pnémoniye karsi
kismi koruma saglanmistir (van Empel, 1998). Bununla birlikte, 1 giinliik kanatlilarda
bakterinli gii¢lii bir yag adjuvaniyla asilanmasinin performans iizerinde olumsuz etkileri
olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, diger adjuvanlarla as1 denemeleri farkli sekillerle
gerceklestirilmistir, ancak 1 giinliik asilamalarin yapilmasi her zaman hava kesesi yangilarini
azaltamamistir (van Empel ve van den Bosch, 1998).

Etci domuzlarda 3-7 haftalik donemde inaktive as1 kullanilarak yapilan saha ¢alismalari,
kisa bir siire i¢inde antikorlarin indiiklenmesine neden olmustur. Bununla birlikte, asilanan
gruplarda mortalite oranm1 % 1.79 ile % 3.63 arasinda degismekle birlikte, asilanmamis
grupta% 3.54 - 7.27 araliginda oldugu bildirilmistir (Hafez, 1996). Pndmoniye karsi, etgi
hindilerde 19 haftaya kadar olan 2 ve 6 haftalik bir bakterin asis1 ile korunma
saglanabilmektedir. Tavuklar i¢cin A serotipi en Onemli serotiptir, ancak hindiler i¢in daha
fazla serotipe karst korunmaya ihtiya¢ vardir. Yag adjuvani igerisindeki bir bakterinin
bulundugu SPF Leghorn tavuklarina ¢ift asilama, bazi kiiciik ¢apraz koruma reaksiyonlarinin
meydana geldigini, ancak tiim serotiplerle ortaya ¢ikmadigini ortaya koymustur (van Empel,
1998). Ayrica, capraz korumanin her zaman yag adjuvaninda bakterinler ile asilama yoluyla
korumadig1 gozlemlenmistir (Bock ve ark, 1995; 1997).

Canli O. rhinotracheale ile asilama arastirilmis ve uygulanabilir oldugu gortilmiistiir

fakat canli agilama heniiz miimkiin degildir ¢iinkii simdiye kadar arastirilan O. rhinotracheale
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suslarinin tamamu viral asilama sonrasi patojen hale gegmistir (van Empel ve van den Bosch,
1998).

Diinyada maternal antikorlarin yumurta gegisi kanitlanmistir. Broyler yetistiricileri, O.
rhinotracheale'ye karst korunma elde etmek ve civcivi ilk haftalarda enfeksiyonlara karsi
koruma altina almak i¢in asilama yapmaktadir. Yumurta i¢inde O. rhinotracheale'nin goriilme
siklig1 diisiik oldugundan ve saha kosullari altinda incelenmesi gerektigi i¢in laboratuvar
denemelerinde kanitlanamamistir. Asilanmis ebeveynlerin civcivleri, viral asilama sonrasi
aerosol challenge ile iiretilen pndmoni ve hava keseleri yangisina kars1 28 giinliik yaslara
kadar tatmin edici bir sekilde korundugunu tespit etmislerdir (van Empel ve van den Bosch,
1998).

Hastaliktan korunmada baslangigta gelisme periyodundaki gen¢ hayvanlari korumak
icin yumurtadan ¢iktiktan sonraki ilk haftada kullanilacak asinin gelistirilmesi ve as1 yonetimi
lizerine odaklanilmustir. Ik sonuglar mineral yag adjuvantli bir inaktif asmin bir giinliik
broilerlerde iyi koruma sagladigini gostermistir. Bununla birlikte as1 biiylime depresyonuna
neden olmaktadir. Dikey bulasma olasiligini temel alarak gelistirilen broiler damizlik asisi
ORT serotip A’nin vertikal bulasmasin1 azaltmis ve anneden gelen maternal antikorlarin
yiiksek miktarini agmistir. As1 su anda kullanilabilir ve saha ¢aligmalarinda anneleri asilanan
broiler civcivlerin anneleri asilanmayanlardan onemli oranda daha iyi performansa sahip
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte tilkemizde bu hastaliga kars1 diizenli bir ag1 uygulamasi
yapilmamaktadir. Farkina az varilan ORT enfeksiyonlar1 endemik olmaya baslayarak kanath
endiistrisinde genis bir alana yayilmistir. ORT enfeksiyonunun zor tanimlanmasindan ve
bakterinin izolasyonunun zor olmasindan dolayr ORT’nin gercek etkisi heniiz bilinmemekte
fakat ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bununla birlikte ORT’nin antibiyotiklere
duyarlilig: ¢esitlidir. Bu da hastaligin kontroliinii giiclestirir. Tiim bu faktorler ele alindiginda,
hastaligin diizenli araliklarla kontrollerinin yapilmasi ve verimi etkileyip etkilemediginin de

belirlenmesi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Calismamizda Aydim, Izmir ve Manisa illerindeki ticari Broiler yetistiriciligi yapilan
farkli kiimeslerden toplanan 420 adet kan 6rnegi kullamlmistir. Ornekleme asamasinda her iic
ilden 140’ar 6rnek toplanmistir. Bahsi gecen bu 140 6rnek her ildeki 5’er farkl ¢iftlikten
28’er adet serum orneginden meydana gelmektedir. Ornekler genel olarak kesim asamasina
gelmis olan ve et¢i amaglt yetistirilen 35 — 45 giinliik yastaki broiler siiriilerinden alinmustir.
Orneklemeler 2017 yilmin Mays ay1 igerisinde tamamlanmustir.

Calismanin yapilmasinda, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun (HADYEK) 17.01.2017 tarihli 2017 y1l1 1. oturumunda alinan 64583101/2017/005

numarali karar geregi etik agidan bir sakinca bulunmamustir.

3.1.2. Broilerlerden kan alim ve serum eldesi

Broilerlerden kan Orneklerinin alinmasi kesim asamasinda gergeklestirilmistir.
Kanatlilar kesimhaneye getirildiklerinde rasgele segilmislerdir. Ornekleme amaciyla segilen
hayvanlar bir masa lizerine yatirilmig ve bir yardimer tarafindan, bir el ile kanadi agilarak
diger el ile de bacaklar1 tutulmasi vasitasiyla zapti raptlar1 saglanmigtir. Daha sonra kanat alt
yiizeyindeki venin dezenfeksiyonu saglanmis ve igne ile damara girilerek herbir hayvandan 4-
5 ml kadar kan alinmistir. Kan alimim takiben ven tekrar dezenfeksiyonla temizlenip, hafif
bas1 uygulanarak kanamanin durmasi saglanmistir. Elde edilen kanlarin serumlari ¢ikartilarak
ependorf tliplere aktarilmigtir. Serumlar calisilincaya kadar -20 °C’lik derin dondurucuda

saklanmugtir.
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3.1.3. Serolojik test

Serum Orneklerinde Ornithobacterium rhinotracheale antikor tespiti Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) testi ile belirlenmistir. ELISA testi i¢in (BioCheck, Millfield
Road, Hounslow, Londra) ticari olarak hazirlanmis ve 12 farkli ORT serotipinin (A - M)
belirlenmesinde kullanilan bir ELISA kiti kullanilmigtir. ELISA testinin yapilmasinda Biotek
ELX800™ microplate okuyucusu kullanilmistir.

3.1.4. istatistiki degerlendirme

Calisma sonucu elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 22.0 (PASW Inc.,
Chicago. IL. USA) Paket programi kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. ELISA testi

Serum Orneklerinde Ornithobacterium rhinotracheale antikor tespiti i¢in (BioCheck,
Millfield Road, Hounslow, Londra) ticari olarak hazirlanmis ve 12 farkli ORT serotipinin (A -
M) belirlenmesinde kullanilan bir ELISA kiti kullanilmistir. Testin uygulanisinda tretici
firmanin protokolii uygulanmis ve bu dogrultuda calisilmistir.

Kullanilan ORT ELISA kiti tavuk serumlarinda ORT antikorlarinin miktarin
Olgmektedir. Herbir mikroplate dnceden inaktif ORT antijenleri kaplidir. Tavuk serumlari
sulandirilarak bosluklara birakilmakta ve eger anti-ORT antikoru varsa buralarda antikor-
antijen kompleksi olugmaktadir. Daha sonar yikama yapilmakta ve diger serum proteinleri
uzaklagtirllmaktadir. Yikamadan herbir kuyucuga alkalin fosfataz enzimi ile isaretlenmis anti-
tavuk IgG ler konmakta ve bunlarda daha once antijen baglanmis olan anti-ORT antikorlart ile
bir kompleks olusturmaktadir. Kuyucuklardaki reaksiyona girmemis konjugatlarin
uzaklagtirilmasi i¢in ikinci bir yikama islemi yapilmakta ve sonar pNNP kromogen
formatinda bir substrat eklenmektedir. Eger ortamda anti-ORT antikoru mevcut ise hemen bir
sar1 renk olugsmaktadir. Sar1 rengin yogunlugu anti-ORT antikorlarin miktar1 ile de dogru

orantili olmaktadir.
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ELISA testinin uygulanis1 ve sonuglarin degerlendirilmesi asamalar1 asagidaki

asamalar gergeklestirilmistir:

3.2.2. ELISA test kiti ile kullanima sunulan reagentlar:

ORT kaplanmis plateler: Mikrotitre kuyucuklari tizerinde inaktive edilmis antijen
Konjugat reagent: Anti tavuk: Tris buffer icerisinde protein stabilizatér ile birlikte
Alkaline fosfataz, inert kirmizi boya ve sodyum azide koruyucu (0,1 % w/v)

Substrat tabletleri: Substrat buffer ile ¢oziindiirlmek tizere pNNP (p-Nitrophenyl Fosfat)
tabletleri

Substrat Buffer Reagent: Enzim kofaktorleri ile birlikte Dietanolamine buffer

Stop solusyonu: Dietoamine igerisinde sodyon hidroksit

Numune diluenti Reagenti: Protein stabilizatorlii ve sodyum azide koruyuculu Fosfat
buffer (0,1 %w/v)

Yikama buffer: Tween’li tozlastirilmis Fosfat buffer saline

Negatif kontrol: Protein stabilizatorlii ve sodyum azide koruyuculu Fosfat buffer
icerisinde spesifik patojenlerden ari serum (0,1 %w/v)

Pozitif kontrol: Protein stabilizatorlii ve sodyum azide koruyuculu Fosfat buffer

icerisinde ORT spesifik antikorlar (0,1 %w/v)

3.2.3. Reagentlarin hazirlanmasi

Substrat reagent: Reagent test giinii taze olarak hazirlanmalidir. Substrat reagentin
hazirlanmasi igin, 5,5-6 ml substrat buffer icerisine 1 tablet konularak tamamiya eritilir
(+/- 10 dak.).

Yikama buffer: Yikama buffer posetinin tiim igerigi 1 litre deiyonize su i¢inde eritilir.
Diger kit kompenentleri hazir olarak kit icinden ¢ikmaktadir ve oda sicakliina

geldiklerinde kullanilmaktadir.
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3.2.4. Numunelerin hazirlanmasi

Herbir test numunesi 1:100 oraninda sulandirilmaktadir.

3.2.5. Test prosediirii

ORT kapl plateler kit igerisinde ¢ikartilir ve her bir kuyucuk igeriginin ne olacag ile
ilgili kaydedilir.

A1l ve BI kuyucuklarina 100 pl Negatif kontrol koyulur

C1 ve D1 kuyucuklarina 100 pl Pozitif kontrol koyulur

Plate {izerinde diger bosluklara c¢alisilacak numunelerden 100’er pl koyulur ve kapagi
kapatilarak oda 1s1sinda (22-27 °C) 60 dakika inkiibe edilir.

Kuyucuklarin icerisindeki siv1 aspire edilir ve 4 kez yikama buffer ile yikanir. Daha sonra
plate emici bir kagida ters ¢evirerek bastirilir.

Tiim kuyucuklarin icerisine 100’er ul Konjugat reagen eklenir, Plate kapag: kapatilir ve
oda 1s1sinda (22-27 °C) 60 dakika inkiibasyona terk edilir.

Kuyucuklarin igerisindeki sivi aspire edilir ve 4 kez yikama buffer ile yikanir. Daha
sonra plate emici bir kagida ters ¢evirerek bastirilir.

Hazirlanmis olan Substrat reagenttan her bir kuyucuga 100’er pl ilave edilir, Plate kapag:
kapatilir ve oda 1s1sinda (22-27 °C) 30 dakika inkiibasyona terk edilir.

Reaksiyonun durdurulmast amaciyla her bir kuyucuga 100’er pul stop soliisyonu eklenir
Mikroplate okuyucusunda 405nm’de okuma gerceklestirilir. Kontrollerin absorbans

degerleri kaydedilir.

3.2.6. Sonuglar

Test sonuglariin degerlendirilebilir olmasi igin ortalama negatif kontrol absorbans 0,30

degerinin altinda olmalidir. Ortalama negatif kontrol ve ortalama pozitif kontrol degerinin

arasindaki fark ise 0,15 ten biiylik olmalidir.

Test kitindeki ORT Pozitif kontrol, kanatlilardaki antikor seviyesini dogru bir bigimde

temsil edebilmesi i¢in standadize edilmis olarak kullanima sunulmaktadir. Boylece
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tavuklardan alinmis numunelerdeki antikor seviyeleri dogru bir sekilde hesaplanabilmektedir.

Bu iliskiye S/P (numune pozitif oran1) denmektedir.

3.2.7. Sonuglarin yorumlanmasi

S/P oranm1 1.0 yada daha biiyiikk olan numuneler anti-ORT antikoruna sahiptir ve pozitif

kabul edilmektedirler.

- S/P oranmin hesaplanmas:

Test numune ortalamasi — ortalama negatif kontrol

Ortalama pozitif kontrol — ortalama negatif kontrol ol
- Antikor titresinin hesaplanmasi
Log 10 Titre = 1,75 (log10 S/P) + 3,156
Antilog = titre
S/P Degeri Titre arahg: Antikor durumu
0,999 yada asagi 1431 ya da asag1 Negatif
1,0 yada yukari 1432 ya da yukari Pozitif

S/P oranlariin hesaplanmasi ve pozitiflik ve negatiflik sonuclarinin olusturulmasinda
BioCheck (Millfield Road, Hounslow, Londra) firmasinin temin etti§i bilgisayar

programindan yararlanilarak sonuglar olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Bulgular

4.1.1. Ornekler

Arastirmamizda Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki ticari Broiler yetistiriciligi yapilan
farkli kiimeslerden toplanan 420 adet kan 6rnegi kullamlmistir. Ornekleme asamasinda her iic
il’den 140’ar 6rnek toplanmistir. Bahsi gecen bu 140 6rnek her ildeki 5’er farkli ¢iftlikten

28’er adet serum Ornegi olarak toplanmustir.

4.1.2. Serolojik Bulgular

Serum Orneklerinde Ornithobacterium rhinotracheale antikor tespiti ig¢in (BioCheck,
Millfield Road, Hounslow, Londra) ticari olarak hazirlanmis ve 12 farkli ORT serotipinin (A -
M) belirlenmesinde kullanilan ELISA kiti kullanilmigtir. Test sonuglar1 her il i¢in ayr1 ayri
degerlendirildiginde;

Aydmn ilindeki toplam 140 6rnekte pozitiflik oram1 %40,8 (57 pozitif — 83 negatif)
olarak tespit edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Aydin ili Broiler ¢iftlikleri ORT ELISA test sonuglari

AYDIN ILi Giin | Negatif Pozitif | Negatif % | Pozitif % | Numune
KUMES A 44 13 15 46,4 54,6 28
KUMES B 42 8 20 28,5 71,5 28
KUMES C 43 19 9 67,8 32,2 28
KUMES D 38 25 3 89,3 10,7 28
KUMES E 43 18 10 64,3 35,7 28
Toplam 42 83 57 59,2 40,8 140
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Izmir ilindeki toplam 140 &rnekte pozitiflik oram %68,6 (96 pozitif — 44 negatif)
olarak tespit edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5: Izmir ili Broiler ¢iftlikleri ORT ELISA test sonuclari

IZMIR iLi Giin | Negatif Pozitif | Negatif % | Pozitif % | Numune
KUMES A 42 17 11 60,7 39,3 28
KUMES B 44 5 23 17,9 82,1 28
KUMES C 41 16 12 57,1 42,9 28
KUMES D 43 4 24 14,3 85,7 28
KUMES E 42 2 26 7.1 92,9 28
Toplam 424 44 96 314 68,6 140

Manisa ilindeki toplam 140 ornekte pozitiflik oram1 %56,4 (79 pozitif — 61 negatif)
olarak tespit edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6: Manisa ili Broiler ¢iftlikleri ORT ELISA test sonuglar1

MANISA iLI Giin | Negatif Pozitif | Negatif % | Pozitif % | Numune
KUMES A 40 13 15 46,4 53,6 28
KUMES B 39 10 18 35,7 64,3 28
KUMES C 43 2 26 7,1 92,9 28
KUMES D 43 15 13 53,6 46,4 28
KUMES E 41 21 7 75,0 25,0 28
Toplam 41,2 61 79 43,6 56,4 140

Her ii¢ ilin toplaminda tiim numunelere goére bir degerlendirme yapildiginda ise
arastirmada islenen toplam 420 adet kan serumunun ELISA testi ile ORT yoniinden
degerlendirmesinde pozitiflik oran1 %55,2 (232 pozitif — 188 negatif) olarak tespit edilmistir
(Tablo 7).
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Tablo 7: illere gore ve toplam ORT ELISA test sonuglari

ILLER Negatif Pozitif | Negatif % | Pozitif % | Numune
AYDIN 83 57 59,2 40,8 140
[ZMIR 44 96 31,4 68,6 140
MANISA 61 79 43,6 56,4 140
Toplam 188 232 44,8 55,2 420

Iller bazinda ORT antikoru goriilme olasiligi bakimindan beklenilen diizeyde pozitif
veya negatif serum Ornegi gozlenip gozlenmedigini test etmek icin Ki-kare testinden
yararlanilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 22.0 Paket programi araciligiyla
yapilmustir. Sonuglari igeren tiim veriler Tablo 8’de verilmektedir. Bu sonuglara gére Izmir
ilindeki ORT pozitiflik oran1 beklenilen frekanstan 6nemli derecede yliksek, Aydin ilinde
diisiik, Manisa ilinde ise beklenen diizeye yakin bulunmustur (p<0,001).

Tablo 8: Calisma sonuclarinin genel degerlendirilmesi

ILLER ARASI SONUCLAR
Antikor
Toplam
Negatif Pozitif
Adet 83 57 140
AYDIN % 1l igi %59,3 %40,7 %100,0
% Antikor i¢i %44,1 %24.,6 %33,3
Adet 44 96 140
IL [ZMIR % 1l igi %31,4 %68,6 %100,0
% Antikor i¢i %23,4 %41,4 %33,3
Adet 61 79 140
MANISA % 1l igi %43,6 %56,4 %100,0
% Antikor i¢i %32,4 %34,1 %33,3
Adet 188 232 420
Toplam
Toplam % % 44,8 % 55,2 %100,0

X%=22,090%
4= P<0,001
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5. TARTISMA

Kanatl iiretiminde hastaliklar bireysel olarak goriilmesinin yani sira daha ¢ok siirii
bazinda olusmakta ve kayiplarda bundan dolayr olduk¢a Onem arz etmektedir. Kanath
hastaliklar1 incelendiginde bakteriyel hastaliklar arasinda Ust solunum yolu hastaliklar:
onemli bir yer tutmaktadir. Ust solunum yollari, tavuklarm barindirma ve besleme sekilleri
g0z Oniine alindiginda dis ortamdan havayla gelen her tiirlii yabanci cisim, toz vb materyaller
ve enfeksiydz ajanlarla ilk temas etmesi agisindan Onemlidir. Savunma mekanizmasinin
zayifladigi veya mukozanin tahris oldugu durumlarda, patojen mikroorganizmalarin yani sira
normal florada bulunan mikroorganizmalar bile patojen hale gecerek 6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Korunma tedbirleri ve asilamalarla tavuklarin bagisikligi saglanmakta, ancak yine
de bir¢cok enfeksiyon olusmakta ve dnemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Solunum yolu
infeksiyonlar tiretimde diistigler, biiylime gerilikleri, ila¢ ve agilama giderlerindeki artiglar ve
meydana getirdikleri 6liimler yliziinden kanath endiistrisinde en biiyiik problemlerin basinda
gelmektedir.

Arastirmamizda sero-prevalansini inceledigimiz Ornithobacterium rhinotracheale
(ORT), solunum yolu hastaligina sebebiyet veren en 6nemli patojen bakteriler arasinda yer
almaktadir. ORT hastaligi, tiim diinyada kanath endiistrisinde agir ekonomik kayiplara neden
olan, daha ¢ok tavuk ve hindilerde goriilen, akut seyirli, yliksek diizeyde bulasici olan bir iist
solunum yolu hastaligidir (Murthy ve ark, 2008). O. rhinotracheale tavuk ve hindilerde
solunum sistemi hastaliklarina, biiylimenin yavaslamasina ve mortaliteye neden olan bir
mikroorganizmadir. Infeksiyon broylerlerde 4-6 haftalik yasta yem tiiketiminde azalma,
depresyon, siniizit, burun ve goz akintisi, solunum bozukluklari, [16lim oraninda artis gibi
semptomlarla seyretmektedir (Mante, 1999). Bazi1 olgularda ise subklinik seyrettigi
bildirilmistir (Tahseen, 1997).

O. rhinotracheale’nin serolojik tanisi icin ELISA ve AGP testi kullanilmaktadir. AGP
ozellikle serotiplendirme i¢in tercih edilen bir yontemdir. ELISA serotip spesifitesi ELISA
plakalarim1 kaplamak i¢in kullanilan antijen ekstraksiyon metoduna baghdir. Test edilen tiim
O. rhinotracheale serotiplerine kars1 antikorlar1 saptayabilen iki ticari ELISA kiti (Biocheck
ve IDEXX) bulunmaktadir (Turan ve Ak, 2002). Arastirmamizda bahsi gegen bu kitlerden

Biocheck firmasi tarafindan iiretilen ELISA kiti kullanilmistir.
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Arastirma sonuglarimiz incelendiginde Aydm, Izmir ve Manisa illerinden alinan
toplam 420 adet kan serumunun % 55,2’sinin (232 pozitif, 188 negatif) Ornithobacterium
rhinotracheale antikorlar1 agisindan pozitif bulundugu saptanmistir.

Ozbey ve ark (2004) Elaz13’da yapmis olduklar1 calismada Tavuklardan toplanan 324
serum Orneginde ELISA testi kullanarak ORT antikorlar1 ag¢isindan %10,2 (33 adet) pozitiflik
saptandigini1 bildirmislerdir. Arastirmalarinda 10 adet broiler ciftliginden ikisinde pozitiflik
bulunmustur. Sonuglar agisindan arastirmamizla karsilagtirildiginda biiyiik bir farklilik
goziikkmektedir. Bu farkliligin arastirmamizin 6rneklemesinin yapildigi Bati Tiirkiye’de Dogu
bolgelerine nazaran ¢ok yogun bir tavukguluk yapilmasindan kaynaklandig: diigniilmektedir.

Tiirkyilmaz ve Kaya (2005) Aydin ilinde 267 tavuk 6rnegi ile yaptig1 ¢alismasinda
ELISA testi ile % 66,3 oraninda seropozitiflik saptamistir. Calismast Aydin ilinde ORT
hastaliginin ELISA ile degerlendirildigi ilk calismadir. Aragtirmamiz ise bu ¢alismadan 12
sene sonra yapilmis ve Tiirkyillmaz’in calismasina benzer sonuglar saptanmistir. Turan ve Ak
(2002) ise Marmara ve Karadeniz bolgelerindeki farkli giftliklerde yaptiklari serolojik
calismalarda Tirkyilmaz’in c¢alismasina benzer sekilde % 65 oraninda serum pozitifligi
saptamislardir. O. rhinotracheale infeksiyonunun seroprevalansin ticari bir ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) kiti ile belirlendigi ve Giliney Marmara bolgesinde yiirtitiilen
baska bir ¢alismada ise incelenen 821 serum o6rneginin 4401 (% 53.59) O. rhinotracheale
antikorlar1 yoniinden pozitif saptanmistir (Asyemez, 2004). Calismamizda yalnizca Aydin ili
sonuglarimiz degerlendirildiginde % 40,8 lik bir pozitiflik saptanmistir. Bu da Tiirkyillmaz ve
Kaya ile Turan ve Ak’in sonuglarindan biraz diisiik olmasina ragmen her ii¢ ilin toplam
sonuglara incelendiginde /(% 55,2) benzer sonuglara ulasilmaktadir. Calisma sonuglar
Asyemez (2004)’in sonuglari ile ise oldukga paralellik gostermektedir.

Aras ve ark (2012) ticari yumurtact tavuk isletmelerinde bulunan tavuklarda
Ornithobacterium rhinotracheale enfeksiyonunun serolojik prevalansinin belirlenmesini
amacladiklar1 ¢alismalarinda Konya, Aksaray, Karaman, Ankara ve Gaziantep illerinde
bulunan 26 farkli kiimesteki yumurtaci tavuklardan 650 kan serum oOrnegi toplamislar ve
olusan antikorlarin varligini ELISA testi ile belirlemislerdir. Calismalarinin sonuglarina
bakildiginda Toplam 650 kan serum 6rneginden 113 (%17,4)’linde O. rhinotracheale antikoru
tespit etmislerdir.[JCalisma sonunda bu pozitif 6rneklerin, 6rnekleme yapilan 26 kiimesten 12
(%46,2)’sinden toplandig1 ve bu enfekte 12 kiimesin Konya, Gaziantep, Ankara ve Karaman

illerindeki 12 farkl ¢iftlige ait oldugu bildirilmistir
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Canal ve ark (2003), Brezilya'nin gilineyinde broiler tavuklarin (% 63.83) ve damizlik
broylerlerin (% 100) pozitiflige sahip olduklar1 ve de siiriilerde solunum semptomlari ile O.
rhinotracheale antikorlar1 arasinda pozitif bir iliski oldugunu belirtmiglerdir.

[ran’in Bati Azerbaycan Eyaleti'nde Allymehr (2006), O. rhinotracheale'ye karsi
yapmis oldugu serolojik arastirmalarda tavuklardan alinan serum 6rneklerinin % 44.2'sini
pozitif olarak bildirmistir. Bundan birka¢ yil sonra, Ghanbarpour ve Mahmood (2009)
[ran’in Giiney dogusunda yaptiklar1 bir calismada 8 farkli giftlikte bulunan 21 kiimesten 420
serum Ornegi ile c¢alismiglardir. Calismalarininda ELISA testi ile Ornithobacterium
rhinotracheale’ye karst 6 ciftlikte bulunan 17 kiimeste 134 adet (% 31,9) seropozitiflik
saptamiglardir.

Mousavi ve ark (2000), iranin kuzeyindeki Guilan eyaletinde 2000 yilinda 30-35 ve
40-45 giinliik broiler tavuk ciftliklerini kapsayan c¢aligmalarinda 32 siiriiden alinan 640 serum
numunesini ELISA testi ile incelemis ve siiriilerin ORT’e kars1 antikor tespit etmislerdir.
Sonugta 10 siiriide (% 30.44) pozitif, 7 siiri (% 21.74) stipheli, 15 stiri (%7.82) istatiksel
olarak negatif bulunmustur. Toplanan 640 serum numunesinden, 30-35 giinlik yastaki
stiriilerde 24 pozitif, 30 siipheli, 266 0rnek ise negatif olarak tespit etmislerdir. 40-45 giinliik
yastaki numunelerde ise 178 numune pozitif, 77 numune siipheli, 65 numunin ise negatif
oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, ticari broiler tavuklarinda antikor titreleri ile
broiler yasi arasinda orantilit ORT antikor prevalansinin pozitif korelasyon oldugunu tespit
etmislerdir (p<0.05). Calismamizda ise kesim yasindaki broiler siiriileri incelendigi i¢in
yiiksek pozitiflik oranlarinin bundan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Chansiripornchai ve ark (2007) Tayland’da yaptiklart ve Ornithobacterium
rhinotracheale sero-prevalansinin ilk defa incelendigi ¢alismada ornekleme yaptiklar: tiim
ciftliklerde pozitiflik saptamislardir. inceledikleri broiler ¢iftliklerinde % 19,8 ve damuzlik
broiler c¢iftliklerinde ise % 49,8 oraninda pozitiflik bildirmislerdir. Amerika Birlesik
Devletlerinde yumurtact tavuklarda yapilan bir arastirmada da ornekleme yapilan tim
ciftliklerde sero-pozitiflik saptanmis ve ELISA ile elde edilen ORT pozitiflik orani ise
calismamiza benzer sekilde % 52 olarak bulunmustur (Heeder ve ark, 2001).

Uriarte ve ark (2010) Arjantinin Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios sehirlerinde
ELISA ile yaptiklar1 aragtirmada 739 adet serum analizinden 345 adeti (% 47) ORT serum
pozitif tespit etmiglerdir.

Hemolitik ve non hemolitik O. rinotracheale enfeksiyonlarindan kaynaklanan
serolojik yanitlar arasindaki fark Walters ve ark (2010) tarafindan incelenmistir. Bu

aragtirmacilar, 12 ila 14 haftalik broiler tavuklardan toplam 200 serum &rnegini 6zel olarak
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tasarlanmig ELISA testi ile test etmislerdir. Arastirmalarinin sonucunda siiriilerin% 41'1 hem
hemolitik hem de hemolitik olmayan O. rinotracheale enfeksiyonlarindan pozitif olmasina
ragmen, % 49.5'1 hemolitik O. rhinotracheale izolat1 ig¢in pozitif bulunmus ve % 64.6's1
hemolitik olmayan O. rhinotracheale izolatlar1 i¢in pozitif olarak tespit edilmistir.

Ornithobacterium  rhinotracheale, ~tRNA  siiperfamilyast V  Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides filumundaki bulunan Gram-negatif bir bakteridir ve tavukguluk
endistrisinde 6nemi her gegen yil biraz daha artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri ve
Arjantin'de yapilan son arastirmalarda, etkilenen tavuklardan ve hindilerden izole edilen saha
suslariin alisilmadik ve yaygin B-hemolitik aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir (Churria
ve ark, 2012). En yeni serolojik arastirmalara gore, etken maddenin on sekiz serotipi (A'dan
R'ye) bulunmakta ve serotip A tavuk ve hindi tiirleri arasinda en yaygin olani olarak
tanimlanmaktadir. Broiler tavuklarinda tipik olarak goriilen bulgular, tek tarafli pndmoni,
plorit ve kopiiklii beyaz yogurt benzeri eksudatla birlikte abdominal hava kesesi yangisi olup
kesimde fire oranlarinin artmasina neden olurken, hindilerde ise trakeitis, pndmoni veya
bronchopneumonia, torasik ve/veya abdominal hava kesesi yangisi, perikardit ve peritonitlere
neden olmaktadir. ORT enfeksiyonunu kontrol etmek icin yapilan tiim c¢abalara ragmen
mevcut durum, antibiyotik tedavilerinin, tavukculuk endiistrisinde elde edilen direng
nedeniyle daha az etkili oldugu goriilmekle birlikte, simdiye kadar gelistirilen asilar ticari
kiimes hayvanlarinda degisken sonuglar ortaya koydugu icin de cesitli problemlere yol
acmakatadir (Churria ve ark, 2012).

Yapilan calismanin sonuglarindan da anlasilacag: iizere diinyanin bir¢ok bolgesinde
oldugu gibi lilkemizde de hastaliga rastlanilmakta fakat gerekli hassasiyet gosterilmemektedir.
Etkenin gerek degisken antibiyotik direnglliklerine sahip olmasi, gerekse de 18 kadar serotipe
sahip olmasindan dolay1 ileriki ¢aligmalarda tam identifikasyon ve antibiyotik duyarlilik

calismalarinin yapilmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC

Aragtirmamizda Tiirkiye’de bulunan Aydm, Manisa ve Izmir illerinden topladigimiz
420 adet serum ornegiyle ORT’ nin seroprevalansia bakilmistir. izmir ve Manisa illerinde
cikan yiiksek pozitiflik oranimnin bolgelerde yogun sekilde bulunan etlik pili¢ ve yumurta
iretim ciftlikleri, ticari firmalar ve bu firmalara bagl yem nakliyesi, kesim nakliye araglari
gibi tasima araclariin siirekli olarak hastaligr yayma riskinin bulunmasi, kisa stiren dénem
aralar1 ve yeterli dezenfeksiyonun yapilamamasina bagli oldugu diisiiniilebilmektedir. Aydin
illinde arastirmadaki diger iller olan Manisa ve Izmir illerine oranla daha az pozitiflik orani
saptanmigir. Bunun nedeninin bolgede daha diisiik yogunlukta kiimes varligi ve buna baglh
risklerin ve hastalifin yayillmasinin da daha az olabileceginden kaynaklandig:
distiniilmektedir.

ORT’e hastaligimin diger viral hastaliklarla birlikte seyredebilmesi, ya da gosterdigi
klinik belirtiler agisindan bir¢cok viral hastalikla karistirilmasi 6nemli bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir. Hastaligin tespitinde yapilan yanlhs degerlendirmeler sonucunda
ozellikle biiyiik entegrelerin ciddi mali kayiplarla karsilasacagi goriilmektedir. ORT’ nin
iilkemize verdigi zararlar1 tespit etmek igin iistlinde daha fazla calisma ve arastirilma
yapilmas1 gereken bir konudur. Primer ya da sekonder olarak goriilmesi ve siirekli yasanilan
solunum yonlii viral hastaliklarin arkasina saklanmasi neticesinde yanlis asilama ve koruyucu
tedbirler nedeniyle yayilma egilimi gostermesi ve i¢inden ¢iklmasi gii¢ durumlara kanatl
sektoriinii sokmasit kagiilmazdir. lleriki calismalarda serolojik ¢alismalarin  yaninda
bakterinin izolasyonu ve identifikasyonunun da yapilarak ¢ok degisken olabilen antibiyotik
direngliliklerinin de yapilarak tedavisi i¢in gerekli tedbirlerin alinmasi 6nerilebilir.

Solunum sistemini etkileyen hastaliklarin tespiti yapilirken ORT’nin herzaman dikkate
alinmasi1 ve tilkemizdeki yogun kanatli iiretiminde gerekirse asilama yapilmasi dahil biitiin

koruma onlemlerinin alinmas1 gerekmektedir.
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