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Antalya Yoresindeki Kecilerde Hemotropik Mycoplasma
spp.’nin Nested PCR ile Arastiriimasi

Bu galisma, hemotropik Mycoplasma spp.’nin Antalya yoresindeki kecilerde varligi ve yayginhginin
nested PCR ile ortaya konmasi amaciyla yapilmigtir. Bu amagla Antalya ilinde bulunan 3 odaktaki
(Akseki, Manavgat ve Serik) kegilerden toplam 157 adet kan 6rnegi toplanmistir. Calismada
kullanilan hayvanlar ayrica kene varligi yoninden muayene edilmistir. Bu 6rneklerden total
genomik DNA'lar izole edilmig, elde edilen DNA 6rnekleri hemotropik Mycoplasma spp. varlig
ybéniinden 16S rRNA gen bélgeleri nested PCR ile amplifiye edilmistir. incelenen 157 érnegin
35'inde (%22.3) Mycoplasma spp. pozitifligi tespit edilmistir. Pozitif drnekler arasindan segilen bir
ornegin 16S rRNA genine ait sekans analizi sonucu Mycoplasma ovis ile %100 benzer oldugu
gorulmustir. Bu calisma ile Antalya ydresindeki kecilerde nested PCR ile hemotropik Mycoplasma
spp. varlidi ve etkene ait epidemiyolojik veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hemotropik mycoplasma, kegi, Mycoplasma ovis, nested PCR

Investigation of Hemotropic Mycoplasma spp. by Nested PCR in the Goats in
Antalya Region

This study was carried out in order to reveal the presence and prevalence of hemotropic
Mycoplasma spp. in goats in Antalya region by nested PCR. For this purpose, a total of 157 blood
samples were collected from the 3 focus of the Antalya province (Akseki, Manavgat and Serik). The
animals used in the study were also examined for presence of ticks. Total genomic DNAs were
isolated from these samples, and DNA samples were obtained from hemotropic Mycoplasma spp.
the presence of the 16S rRNA gene region was amplified by nested PCR. 157 of the samples
examined, 35 (22.3%) were Mycoplasma spp. positivity was detected. Sequence analysis of the
selected among the positive samples, was found to be 100% similar to the result of Mycoplasma
ovis. In this study, nested PCR of hemotropic Mycoplasma spp. presence and epidemiological data
of the agent were obtained.
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Girig

Hemotropik mycoplasmalar eritrositlerin ylzeyine yerlesen, kuigik, pleomorfik,
hiicre duvari olmayan bakterilerdir. Bu organizmalar uzun sire Rickettsia grubu icinde
Hemobartonella ve Eperythrozoon olarak isimlendirilmistir. Ancak 16S rRNA gen
bdlgesine dayali yapilan molekiler analizlerde bu etkenler Mycoplasmatacea ailesine
aktariimigtir. Bu aileye alinmasindan sonra dider mycoplasmalar ile karigmasini
onlemek amaciyla bunlara hemotropik mycoplasma ismi &6nerilmistir. Hemotropik
mycoplasmalarin dogal bulasma sekli bilinmemekle beraber, kan emici artropodlarin,
etkenlerin naklinde rol aldigi disiniimektedir (1). Ayrica iatrojenik (1) ve transplasental
(2) bulasmadan da bahsedilmistir. Dinya genelinde insan ve cesitli hayvan tirlerinde
onemli enfeksiyonlara yol actigi bilinmektedir (3-6).

Hemotropik mycoplasmalar koyun ve kegilerde infertilite yaninda, hemolitik anemi,
sarilik, ve kilo kaybi gibi semptomlarla kendisini gdstermektedir (1). Koyun ve kegilerde
Mycoplasma ovis ve Candidatus Mycoplasma haemovis olmak Uzere iki hemotropik
mycoplasmanin varligindan bahsedilmektedir (7, 8). Bu iki mycoplasma arasinda 16S
rRNA gen bdlgesine gbre %97 oraninda benzerlik ve sadece 17 nikleotitlik bir fark
bulunmaktadir (9). Ayrica sidirlarin hemotropik mycoplasma etkeni Mycoplasma
wenyonii’nin varligr da koyunlarda bildiriimistir (6). Koyun ve kegilerde bu konu ile ilgili
yapilan galismalarda genel primerler kullanilarak pozitifligin sadece Mycoplasma ovis
tird Gzerinden verildigi gesitli galismalarda gorilmdstir (10, 11). Bu tir galismalarda tir
diizeyinde sonug vermek igin ya pozitif drneklerin tamami ya da pozitif érnekler lizerinde
farkh teknikler kullanilarak (SSCP gibi) secilen 6rneklerin sekans analizine gdnderilmesi
gerekmektedir (6).

Hemotropik Mycoplasma’larin, koyun ve kegilerde ciddi ekonomik kayiplara yol
acmasina ragmen epidemiyolojik arastirmalarin yeterince yapilmadigi gérilmistir. Kegi
populasyonunun yiiksek oldugu Antalya yoresinde hemotropik Mycoplasma ile ilgili bir
calismaya rastlanmamistir. Bu g¢alisma, hemotropik Mycoplasma spp.’nin Antalya
yoresindeki kegilerde varligi ve yayginliginin nested PCR ile ortaya konulmasi amaciyla
yapimisgtir.
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Gereg ve Yontem

Bu calismada kullanilan kan o6rnekleri Agustos-
Eylil 2017 tarihleri arasinda Antalya’nin Akseki,
Manavgat ve Serik ilgelerinden toplanmistir. Toplam 157
keciden EDTA’l tiplere kan ©6rnegi alinmistir.
Orneklemede, siiriiniin blyikligine gdre her siiriiden 3-
15 hayvan rastgele secilmistir. Kan 6rnedi toplanan
hayvanlar ayrica kene varlhdi ydénunden muayene
edilmistir. Ornekler yas grubuna (1 yasindan kiigiik, 1
yasindan buyuk) ve kene varligi (kene var, kene yok)
yoninden gruplara ayrilmistir.  Soguk  zincirde
laboratuvara getirilen kan 6rnekleri DNA izolasyonunda
kullanilincaya kadar —20 °C’de muhafaza edilmistir. DNA
ekstraksiyonu, ticari DNA izolasyon kiti (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) kullanilarak kit
protokoline goére yapilmistir. Elde edilen genomik
DNA’lar Mycoplasma spp. varligi yoéninden nested
PCR’a tabi tutulmustur. Ayrica her bir PCR'da pozitif
kontrol olarak daha oOnceki calismada elde ettigimiz
Mycoplasma ovis (MF377462) pozitif kontrol DNA'si
kullanilmistir. Galismada kullanilan primerler ve PCR
sartlari Tablo 1’de belirtilmigtir. Calisma i¢in Firat
Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulundan
Etik Kurul Raporu (2014/07) alind.

Polimeraz zincir reaksiyonunda elde edilen Urunler,
90 voltta bir saat sireyle %1.6'hk agaroz jel

Tablo 1. Galismada kullanilan primerler ve PCR sartlar
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elektroforeze tabi tutulmustur. Daha sonra jel, Ultraviole
(UV) transilliminatérde spesifik bantlarin  varligi
yoniinden incelenmistir. PCR sonucunda pozitif oldugu
belirlenen 6rnekleri temsilen segilen bir amplifikasyon
Urtinindn DNA dizisi belirlenmistir. Dizisi belirlenen
O6rnek BLAST analizi yapildiktan sonra GenBank’a
sunularak kabul numarasi alinmistir.

Bulgular

Toplanan orneklerden elde edilen nested PCR
sonuglari Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2’den anlasilacagi Gzere Antalya yoresinde
incelenen 157 Ornegin 35inde nested PCR ile
Mycoplasma spp. pozitiflik tespit edilmistir. Odaklara
gore pozitifik Aksekide 10/55 (%18.2), Manavgat'ta
18/68 (%26.5) ve Serik'de 7/34 (%20.6) oranlarinda
bulunmustur. Yas gruplari arasindaki pozitiflik istatistiki
olarak anlamsiz bulunurken, kene varligi yéninden
pozitiflik anlamh bulunmustur. Pozitif érnekleri temsilen
secilen Ornegin 16S rRNA genine ait DNA dizisi
Genbak’a kaydi yapilarak kayit numarasi alinmigtir
(MG732908). BLAST analizi sonucu bu 6rnegin
Mycoplasma ovis koyun izolatlariyla %100 (KU983745,
MF377461) benzer oldugu gorilmustr.

Primer Niikleotid Dizilimi (5’ -3’) Uriin BiiyiiklGgi PCR sartlar Kaynak
baz cifti (bg)
8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 95°C 5dk; 95°C 1dk, 12
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT ~1457bg 50°C 1dk, 72°C 2dk 35
siklus; 72°C 5dk
HBT F ATACGGCCCATATTCCTACG 94°C 5dk; 95°C 30sn,
HBT R TGCTCCACCACTTGTTCA ~600bg 52°C 30sn, 72°C 30sn 13

30 siklus; 72°C 10dk

Tablo 2. Kegilerin yas ve kene varligi yonunden pozitifligin odaklara gére dagilimi

Yas Kene varhgi

Odak n 1> 1< 1> Yok
Akseki Ornek sayisi 55 27 28 14 41

Pozitif 10 4 6 6 4

% 18.2 14.8 21.4 42.8 9.7

95% ClI 9.1-30.9 4.2-33.7 8.3-40.9 17.7-71.1 2.3-23.1
Manavgat Ornek sayisi 68 41 27 22 46

Pozitif 18 12 5 11 7

% 26.5 29.3 18.5 50 15.2

95% ClI 16.5-38.6 16.1-45.5 6.3-38.1 28.2-71.8 6.3-28.9
Serik Ornek sayisi 34 20 14 11 23

Pozitif 7 5 3 3 4

% 20.6 25 21.4 27.3 17.4

95% ClI 8.7-37.9 8.6-49.1 4.6-50.8 6.0-61.0 4.9-38.8
Toplam Ornek sayisi 157 88 69 47 110

Pozitif 35 21 14 20 15

% 22.3 23.9 20.3 42.5 13.6

95% ClI 6.0-29.6 15.4-34.1 11.6-31.7 28.2-57.8 7.8-21.5
P-degeri > 0.05 <0.05
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Tartigsma

Hemotropik  Mycoplasma’lar, ¢esitli  hayvan
tirlerinde 6nemli enfeksiyonlara yol acan ve 6nem
kazanan (emerging) ya da yeniden 6nemli hale gelen
(re-emerging) zoonoz patojenler olarak bilinmektedir (1).
Hemotropik Mycoplasma’lar evcil hayvanlarda siklikla
rapor edilmelerine ragmen, kegciler Gzerinde sinirli sayida
¢alismanin oldugu gérulmektedir. Kegilerde hemotropik
mycoplasma Uzerine Tunus (10) ve Fas’'ta (14) yapilan
¢alismalarda, pozitiflik bulunmazken, Macaristan (15),
Cin (16, 17) ve Brezilya’da (11) yapilan ¢alismalarda
sirasiyla %20, %41, %44.1 ve %39.3 oranlarinda
pozitifik saptanmigtir. Tlrkiye’de koyun ve kegilerde
hemotropik Mycoplasma’larin varhgi Uzerine yapilan
calismada %9 pozitiflik bildiriimis ve 6 koyunda
Mycoplasma ovis'ten kaynaklanan klinik vakalar rapor
edilmistir (6). Bu calismada Antalya ilinde bulunan
kegilerde hemotropik Mycoplasma spp.’nin varligi nested
PCR ile incelenmis %22.3 (35/157) oraninda pozitiflik
bulunmustur. Elde edilen sonuglardaki oranlar
Macaristan’da yapilan galisma ile benzer bulunurken Cin
ve Brezilya’da yapilan calismalardan duisik oranda
bulunmustur.  Calismalarda  kullanilan  molekiiler
tekniklerin sonugclar Uzerinde 6nemli etkisinin oldugu
cesitli calismalarda gosterilmistir (18, 19). Konuyla ilgili
Cin'de vyapilan calismada, kegilerde hemotropik
mycoplasma varligi konvansiyonel PCR ve nested PCR
ile karsilastirlmis ve sirasiyla %26, %41 oranlarinda
pozitiflik bulunmustur (16). Tirkiye’de yapilan ¢alismada
kegilerde %6.2 pozitiflik konvansiyonel PCR (6) ile
saptanirken, bu calismada nested PCR ile pozitiflik
%22.3 oraninda bulunmustur.

Hemotropik mycoplasmalarda bulasmanin kene
dahil, kan emici eklem bacaklilarin yani sira, asilama ve
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