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Uygulamanin adi Biyogiivenlik uygulamalari, Salmonella gallinarum
seroloji, izolasyon ve PCR

Yapilacag hafta 1

Uygulamanin temel hedefi Salmonella gallinarum identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 0ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Kanatli Salmonellozisi Salmonella cinsindeki etkenlerden ileri gelen, kanatlilarin biiytlik
cogunlugunda 6nemli hastalik tablolarina neden olan zoonoz bir infeksiyondur. Salmonella
Infeksiyonlar1 (SI) halk saglig1 agisindan oldukga dnemlidir; ¢iinkii, infektif mikroorganizma
dogada yaygin olarak bulunur ve pek c¢ok serotipi vardir. Sahada planli eradikasyon
programlarinin uygulanmas: SI’ndan ileri gelen ekonomik kayiplar1 azaltmistir. Salmonella
etkenleri (SE) Enterobacteriaceae familyasinda yer alan Salmonella genusuna ait tiirlerin
icerdigi serotiplerdir. E familyasinin genel 6zelliklerini tasiyan Salmonellalar Gram negatif,
sporsuz, kapsiilsiiz, kisa comaklardir. Kanathilardan izole edilen S’larin g¢ogunlugu S.
enterica subsp. enterica alt grubuna dahil olup ¢ok fazla sayida serovar veya serotip
icermektedirler.

Nekropsi bulgular1 agisindan

Genglerde, Akut infeksiyonlarda

Karaciger, dalak, bobrek hemorajik goriiniimlii olup, karacigerde kiiciik nekrotik odaklar
goze carpar. Karaciger hipertrofiktir,

Asites gozlenebilir,

Civcivlerde yumurta sarisi emilmemistir,

Bobrekler solgun ve iirat kristalleri ile doludur,

Rektum ishale eklenen tirat kristalleri nedeni ile beyazimtrak bir siv1 ile dolu olup
genislemistir,

Erigkinlerde,

Karaciger hipertrofik olup, yesilimsi bronz renkte gevsek kivamda kolay pargalanir,

Safra kesesi genislemistir, ici safra ile doludur,

Disilerde ovaryum folikiillerinde lezyonlar goriiliir, ovidukt lumeni kaze6z bir icerik ile
doludur,

buralardaki dejeneratif bozukluklara bagli olarak peritonitis ve perikarditis goriilebilir,
Erkeklerde testislerde beyaz odak ve nodiiller, hava keselerinde kazez graniilomlara
rastlanir.

S. pullorum (civcivlerin beyaz ishali) infeksiyonlarinda akcigerlerinde grimsi beyaz nekrotik
odaklar vardir, benzer lezyonlar kalp ve karacigerde de bulunur.

S. pullorum infeksiyonlarinda tavuklarda bacak eklemlerinde synovitis

Salmonella infeksiyonlarinda eriskinlerde ovaryum siklikla en ¢ok etkilenen organdir.
Dejenere olmus ovaryumlar organin tabanina uzun bir bag ile tutunurlar, bdyle ovaryumlarin
rengi bozulmus ve iceriklerini kaybetmislerdir.

S. gallinarum (kanath tifosu) infeksiyonlarinda akcigerler kahverengi bir renk almistir.

S. gallinarum infeksiyonlarinda hastaliktan etkilenen kanatlilarin karacigerleri tipik olarak
hava ile temasta bronz bir renk alir ve dalakda ciddi diizeyde kanlanmistir.




Karistig1 Hastaliklar:

*Pastorellozis,
*Kolibasillozis,
*Paratifo,
*Mikoplasmosis,
*Aspergillus,
*Newcastle.

1- Bakteriyoskopi: Bakteriyolojik muayene materyallerden hazirlanan preparatlar, Gram
boyama yontemi ile incelenmelidir. Gram negatif etkenlerin goriilmesi, S. gallinarum
diistindiirmesine ragmen mutlaka kiiltiir yapilmalidir.

2-Kiiltiir: Laboratuvara gelen taze materyallerden kanli agar, MacConkey agar nutrient,
buyyon gibi besi yerlerine ekim yapilarak {iireyen etkenler Salmonella yoniinden
degerlendirilir. Biyokimyasal testlerle identifiye edilebilen S. gallinarum kesin teshisi, tip
spesifik antiserumlardan yararlanilarak dogrulanmalidir.

3-Hayvan deneyi: Laboratuvarlarda izole edilen S. gallinarum siipheli koloniler veya
kontamine atik materyallerinden hazirlanan inokulumlar kobaylara injekte edilmekte ve
injeksiyon sonucu olusan lezyonlardan yapilan kiiltiirel yoklamalarla etken izolasyon ve
identifikasyonu kesin olarak yapilabilmektedir.

4-Serolojik testler: Bakteriyolojik muayenelerin yapilmadigi durumlarda veya portor
kisraklarin belirlenmesi amaciyla serolojik yoklamalardan yararlanilmaktadir. S.
gallinaruma kars1 olusmus antikorlarin saptanmasi i¢in kan alinarak, "O" ve "H" antijenleri
kullanilmak suretiyle agliitinasyon testleri yapilmaktadir.
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Salmonella gallinarum




Uygulamanin adi Kanatlilarda E. coli izolasyonu

Yapilacag hafta 2

Uygulamanin temel hedefi Kanatlilarda E. coli izolasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gdzliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Enterobacteriaceae familyasinin Escherichia genusuna ait E. coli Gram negatif, sporsuz,
genellikle hareketli bir mikroorganizmadir. Kanatlilarda hastalik yapan E. coli’lere Avian
Pathogenic E. coli (APEC) denmektedir.

I-Bakteriyoskopi: Septisemiden 6len hayvanlara ait organlardan yapilan preparatlarda Gram
negatif gomaklarin goriilmesi E. co/i'yi diisiindiirebilir.

2-Kiiltiir: Bu amagla kanli agar, MacConkey agar ve EMB agar gibi besi yerlerine ekimler
yapilir ve 24-48 saat 37°C'de inkubasyondan sonra iireyen koloniler E. coli yoniinden
degerlendirilir. Buyyon kiiltiirinde 24 saatte homojen bulaniklik yapan E.coli biyokimyasal
testlerle (karbonhidrat fermentasyon testleri, H2S, Indol, MR, VP, Nitrat, vs) identifiye edilir.
Ureyen E. coli’lerin virulans faktdrlerinin PCR gibi molekiiler yéntemlerle de dogrulanmasi
yapilabilir.

3-Hayvan deneyi: Ozellikle ETEC suslar belirlenmesi amactyla, bagirsak lup testi, fare testi
ve doku kiiltiirii testlerinin kullanilmasi1 gerekmektedir.

4-Serolojik testler: Kanatlilarda hastalik yapan E. coli serotiplerine karsi hazirlanmig
antiserumlarla {ireyen kolonilerin lam {izerinde yapilan agliitinasyon testi ile hangi serogruba
ait olduklari, dolayisiyla antijenik 6zellikleri kesin olarak saptanabilir.




Uygulamanin adi Infeksiydz koriza tanisi

Yapilacag hafta 3

Uygulamanin temel hedefi Infeksiydz koriza tanisi

Kullamlacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gdzliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Hastalik adin1 infeksiy6z karekteri ve ilk olarak nazal bolgeleri etkilemesinden almaktadir.
Gelisme hizin1 ve yumurtacilarda yumurta verimini olumsuz etkiler.

Haemophilus paragallinarum Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsiillii, comak sekilli bir
bakteridir.

Hemofiluslarin tiremeleri i¢in gerek duyduklart X ve V faktorleri kanda bulunur.

Ozel olarak hazirlanan cikolata agarda Hemofiluslar bol iirer ve ¢ok kiigiik seffaf koloniler
olustururlar.

Ozel olarak hazirlanan Levinthal besi yeri ve Filles besi yerinde hemofiluslar, gikolata agarda
oldugu gibi, bolca iremektedir. Bu besi yerleri 1s1 ile veya peptik enzimlerle par¢alanan
alyuvarlarla hazirlanan besi yerleridir.

Haemophilus paragallinarum



http://www.google.com.tr/imgres?imgurl=http://jpkc.njau.edu.cn/spwswx/imgbank/tuku/Coccobacillus-shaped%2520Bacterium(causes%2520meningitispneumonia)%2520Haemophilus%2520influenzae.jpg&imgrefurl=http://jpkc.njau.edu.cn/spwswx/cankao/ShowArticle.asp%3FArticleID%3D314&usg=__C18mVZpKyJ5-QnWtEqSvWXnY86g=&h=400&w=500&sz=14&hl=tr&start=14&um=1&itbs=1&tbnid=E6Xz9N6XDhgx3M:&tbnh=104&tbnw=130&prev=/images%3Fq%3Dhaemophilus%26um%3D1%26hl%3Dtr%26rls%3Dcom.microsoft:en-US%26tbs%3Disch:1

Uygulamanin adi Kampilobakter infeksiyonlarinda tan

Yapilacag hafta 4

Uygulamanin temel hedefi Kampilobakter infeksiyonlarinda tani

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Broyler siiriilerinde olduk¢a yaygin bulunan bu bakteriler tavuklarda infeksiy6z hepatitis’in
primer etkenidir.

Son yillarda insanlardaki kampilobakter nedenli infeksiyonlarda biiyiik artis saglanmasi, bu
grup bakterilere olan ilgiyi artirmistir. Termofilik Campylobacterler kanatli hayvanlarin
bagirsaklarina erken dénemde kolonize olmakta ve kesime kadar gegen siirede kolonizasyon
yiiksek seviyelere ulasmaktadir. Campylobacterler ile infekte siiriilerin kesilmesi agsamasinda
karkaslarda kontaminasyon sekillenmekte ve bu etkenler insanlar i¢in potansiyel bir
infeksiyon kaynagi olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda 6zellikle tavuklar basta olmak {izere
yetistiriciligi yapilan tiim kanatli hayvanlarin bagirsaklarinda ve tiiketime sunulan kanatl
etlerinde campylobacter kontaminasyonu belirlenmistir.

BAKTERIYOSKOPI: Organlardan hazirlanan siirme preparatlar Gram boyama ydntemi ile
boyandiginda “S” vaya daha uzun spiral sekilli gram negatif bakteriler goriilebilir.

KULTUR: Organlardan ve lezyonlu bolgelerden %7 defibrine kan ilave edilmis BHI agar,
kolombiya agar, brusella agar, tiyoglukonat agar gibi besiyerlerine ekim yapilir.

Eger daha sonra ekim yapilacaksa bu besiyerlerine SKIRROW veya BUTZLER selektif
suplemanlart konulur. Besiyerleri mikroaerofilik ortamda 37 °C de 3-5 giin inkube edilir.
Daha sonra biyokimyasal testlerle taniya gidilir.

Kampilobakter tiirleri




Uygulamanin adi Klostridial infeksiyonlarda tani

Yapilacag hafta &)

Uygulamanin temel hedefi Klostridial infeksiyonlarda tani

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gdzliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Klostridiumlar ¢gomak seklinde, anaerobik, Gram pozitif bakterilerdir. Pek ¢ogu sporludur.
Bircok kanatli tlirlinde infeksiy6z hastaliklara neden olurlar.

Baslicalar1 botulismus, nekrotik enteritis, gangrenli dermatitis, lilseratif enteritis ve gobek-
yumurta saris1 kesesi infeksiyonudur.

Biitiin kanatli tiirleri hastaliga duyarhdirlar.

Toksinle kontamine yemlerin, kokusmus kadavralarin, 6li hayvanlarin tizerindeki sinek veya
boceklerin tiiketilmesi veya bunlarla bulasik sularin igilmesi, kanibalismus gibi nedenler
infeksiyona yol agmaktadir.

Genellikle 3 haftaliktan biiytik pili¢ler daha duyarlidir.

Botulismusta morbidite ve mortalite alinan toksinin miktarina gore degisir. Nadir olarak
mortalite broylerlerde %40°1 gecer.

Hastalik broylerlerde daha ¢ok kis aylarinda meydana gelmektedir. Klinik belirtiler teshise
yardimci olur ancak diger toksisitelerle (monsein zehirlenmesi, su kuslarinda Aeromonas
zehirlenmesi) karistirilabilir.

Botulismus toksininin varlig1 laboratuar farelerine serum veya kursak ekstraktinin ya da
gastrointestinal igerigin injeksiyonu ile saptanabilir.

Muayene materyali olarak canli hayvanlar veya taze kadavralardan yararlanilmalidir.

Toksin notralizasyonu ile kesin teshis yapilabilir.

GANGRENLI
DERMATITIS

Tavuk ve hindilerde deri altinda 6dem, ¢itirt1 ve baz1 durumlarda septisemiyle seyreden bir
hastaliktir. Gangren6z dermatitis C. septicum ve C. perfringens tip A'nin tek basina ya da
birlikte etkisi ile meydana gelir. Baz1 durumlarda Staphylococcus aureus bu etkenlerle
birlikte infeksiyona neden olmaktadir. Postmortem goriintii patognomoniktir ancak CAV'nun
neden oldugu mavi kanat hastaligi ile karigtirilmamalidir. Bakteri kiiltiirleri kanathilarin
normal deri florasinda bulunan Klostridiumlar nedeniyle yaniltici olabilir. Gangrendz
Dermatitis, deri yangili, 1slak bir goriiniimdedir. Infeksiyona genellikle Stafilokoklar ile
birlikte Clostridium’lar da katilmigsa derinin yesil bir renk aldig1 dikkati ¢eker. Gangrenoz
dermatitisde lezyonlar. Deri yiiziildiigiinde alttaki dokunun jelatin6z kivamda oldugu ve kanl
oldugu goriilebilir. Gangrendz dermatitis vakalarinda akcigerler kismen veya tamamen
etkilenir.

ULSERATIF
ENTERITIS

[k olarak bildircinlarda saptandigi i¢in bildircin hastalig1 olarak da adlandirilan bu hastalik




kanatlilarda akut olarak seyreder ve yiiksek mortaliteye neden olur. Hastalik Clostridium
colinum tarafindan meydana getirilir. Etken Gram pozitif sporlu ve ¢omak seklindedir.
Zenginlestirilmis besiyerlerinde iirer.

C. colinum sporlar1 kimyasal ve fiziksel ajanlara oldukga direnglidir. Kloroformdan
etkilenmez. 70°C'de 3 saat, 80°C'de 1 saat ve 100°C'de 1 dakika canli kalabilir.

Klinik belirtiler yetersizdir. Hastalik 6zellikle Histomoniazis ve Koksidiozis ile karisir.
Nekropsi bulgular1 ¢cogunlukla yeterlidir; ancak, kesin teshis icin bagirsak, karaciger veya
dalaktan C. colinum'un kiiltiir veya immunfluoresan teknigi ile belirlenmesi gerekir.

Nekrotik enteritiste ise klinik bulgular cogu zaman yetersizdir. Nekropsi bulgulari ve ayrintili
anamnez (hazirlayict nedenlerin arastirilmasi) tanida olduk¢a Onemlidir. Cogu zaman
koksidiozis ile karisir. Kesin teshis bakteriyolojik yoklamalar ve toksin notralizasyon testleri
ile miimkiindiir. Bagirsak lezyonlarindan hazirlanan natif preparatlarda koksidi oositlerine
rastlanabilir. Boyali preparatlarda da ¢ok sayida Gram pozitif ¢comak'a rastlanabilir. Bazen
her iki durum birlikte goriiliir. C. perfringens anaerobik olarak izole ve identifiye edilebilir.

Kanatlilardan izole edilen Klostridium tiirleri




Uygulamanin adi Mycoplasma gallisepticum Pleyt aglutinasyon(RSA),
HI, izolasyon ve PCR, M. synoviae

Y apilacag hafta 6

Uygulamamin temel hedefi Mycoplasma gallisepticum identifikasyonu
Kullamilacak materyal ve Besiyeri, 0ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gézliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

M. gallisepticum, Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz olan bu bakterinin de diger
Mikoplazmalar gibi hiicre duvari yoktur. Bu nedenle mikroskopta genellikle oval, halka,
yiiziik, kokoid, dalli, yildiz seklinde pleomorfik olarak goriiniirler. Hiicre duvarindan yoksun
olan bu bakterinin, sitoplazmik memebrani {i¢ tabakal1 “iinit membran”dan olusmustur. Orta
tabakasinda lipid, diger iki tabaka ise protein ve karbonhidratlardan meydana gelmistir. Unit
membrandaki karbonhidrat molekiilleri komplementin fikse edilmesinde, ndtralizan
antikorlarin saptanmasinda, ayn1 zamanda diger suslarla kros-reaksiyonlarda rol oynar. M.
gallisepticum’da diger mikoplazmalardan farkli olarak bu {init membranin iizerinde
myxoviruslarinkine benzer c¢ikintilar bulumaktadir. Bu ¢ikintilarla hemaglutinasyon
olusturabilmektedir.

Yukarda aciklanan nekropsi tablosu da kesin teshis icin her zaman yeterli degildir.
Akcigerlerde rastlanan bozukluklar pastorellozis, nekrobasillozis ve embolik nekrozlarda da
goriilebilir.

Hastalardan alinan kan, 6len hayvanlardan lezyonlu akciger pargalar1 ve plorada toplanan
s1vi muayene i¢in gonderilir.

Tek basina M. synoviae tarafindan olusturulan hastalik genellikle 4-14 haftalik tavuklarda,
10-14 haftalhik hindilerde goriilmekte ve mortalite %]1-10 arasinda degismektedir.
Dogal infeksiyonu takiben hayvanlarda koruyucu bir bagisiklik sekillenir.

Hastaligin bulagsmas1 M. gallisepticum’da oldugu gibi vertikal, sindirim ve solunum yollar1
olup, ND, IB gibi hastaliklar1 bulunanlarda ¢ok siddetli  seyretmektedir.
Infeksiyonun viicuttaki yayilmasi yine hematojen yolla olmakta, eklem veya solunum sistemi
dokularimin hastaligina ek olarak hayvanlarda anemi, tiim viicutta retikiiler hiicre
proliferasyonu ve vaskiilitis goriiliir.

Lezyonlu organlardan yapilan ve Giemsa ile boyanan preparatlarda etkeni gormek ve buna
dayanarak kesin bir taniya gitmek olanaksizdir.

Fluoresan antikor teknigi ve ELISA, etkeni saptamada yardimci olabilirler.

Doku siispansiyonlarindan ve plora sivisindan kati ve sivi ortamlara ekimler yapilarak %5-10
CO2'li ortamda 37°C' de bir hafta siire ile inkubasyona birakilirlar.

Kat1 ortamda iireyen ve ortasi diigmeli gibi goriilen koloniler, agarla birlikte alinarak sivi
PPLO besi yerlerine ekilir ve saf kiiltiirleri yapilir.

S1v1 besi yerlerinde iiretilen saf kiiltlirlerden de Giemsa ile boyamalar yapilir ve incelenir.
Mikroskop altinda, belli bir sekli olmayan, oval, kokoid, halka, vs formlarin goriilmesi
PPLO' dan siiphelendirir. Identifikasyon icin gerekli biyokimyasal testler yapilir.




Mycoplasma gallisepticum




Uygulamanin adi Kanatlilardan Stafilokok izolasyonu

Yapilacag hafta 7

Uygulamanin temel hedefi Kanatlilardan Stafilokok izolasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gdzliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Micrococcaceae familyasinin bir iyesi olan Staphylococcus cinsi igerisinde kanatli
hayvanlarda hastalik yapan en yaygin ve patojenik tiir S. aureus’tur. S. aureus Gram pozitif,
kok seklinde, hareketsiz ve sporsuzdur. Kat1 kiiltiirlerde salkim, sivi ortamlarda kisa zincirler
seklinde goriiliirler. Aerobik-fakiiltatif anaerobik olan etkenler %5 kanli agarda, 18-24 saatte
beta-hemolitik, smooth, 1-3 mm pigmentli koloniler olustururlar.

Tiim kanatli tiirleri Stafilokok infeksiyonlarina duyarhdirlar. Saglikli hayvanlarin deri-mukoz
membranlarinda ve cevrede bulunan stafilokoklar her yerde bulunduklarindan hastaligin
epidemiyolojisinde bulasmanin 6nemi c¢ok azdir. Etkenler kanathi hayvanlarin kulucka,
kiimes, kesimhane, paketleme ortamlarinda yaygin olarak bulunurlar.

Konak¢inin dogal savunma mekanizmalarinin kirilmasi ile ¢ogu durumlarda deri ve mukoz
membranlar gibi bariyerlerin hasar1 s6z konusu oldugunda infeksiyon olusmaktadir. S.
aureus kirilan bariyerlerden igeri girerek i¢ bolgelere ulasir ve osteomyelitis gibi lokal
infeksiyonlar olusturur. Kulugkadan yeni ¢ikmis civcivlerde goébegin agik olmasi omfalitis ve
diger infeksiyonlarin olusmasina yol acar. Kiiclik cerrahi islemler ve parenteral asilama
stafilokoklar i¢in diger giris yollaridir.

Stafiloklarin laboratuvar teshisinde ise once lezyonlu bolgelerden 6rnekler alinir ve soguk
zincir altinda +4 °C’de laboratuvara getirilir. Oze ucu alevde sterilize edildikten sonra
seyreltme metodu ile ekimi yapilir. Besiyeri 37 °C’de 1-2 gece inkubasyona birakilir.
Besiyerinde iireme durumuna bakilir. Ureyen koloni varsa morfolojik olarak incelenir. 1 mm
capindaki beyaz, krem rengi ve sari renkli koloniler Stafilokok identifikasyonuna tabi tutulur.
Daha sonra Gram boyama yontem ile koloniler mikroskopik olarak incelenir. Koloni 6ze
alindiktan sonra. Lam {izerine damlatilmis hidrojen peroksit ile katalaz testine tabi tutulur.
Katalaz testinde eger bakteride hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristiran enzim bulunuyor
ise gaz c¢ikist gozlenir. Reaksiyonun pozitif olmasi iireyen koloninin Stafilokok tiirii
oldugunu gostermektedir. Patojenik Stafilokok ve Koagulaz Negatif Stafilokoktiirlerinin
ayrimi i¢in koagulaz testi yapilir. Koagulaz testinde ise EDTA’1 tavsan serumu ile koloni
homojenize edilir ve aglutine yapilar goriildigli zaman reaksiyon pozitif olarak
degerlendirilir. Eger bakteride koagulaz enzimi yoksa herhangi bir degisiklik gozlenmez ve
bakteri Koagulaz Negatif oalrak degerlendirilir. Diger bir identifikasyon metodu ise CAMP
testidir.




P A
Stafilokoklarin mikroskopik goriiniimii




Uygulamanin adi Kanatlilarda Tiiberkiilozis tanisi

Yapilacag hafta 8

Uygulamanin temel hedefi Kanatlilarda Tiiberkiilozis tanisi

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Kanatli hayvanlarin tiiberkiilozu, Mycobacterium avium tarafindan olusturulan bulasici bir
hastalik olup; kronik seyreder. Verim diisiikliigii ve zayiflama ile karakterizedir. Hastalik
genellikle tavuklar arasinda biiyiik kayiplara neden olmaktadir.

Karaciger, dalak, bagirsak, kemik iligi, bobrek vs. organlarda goriilen degisik biiyiikliikte
diizeniz, grimsi-sar1 veya grimsi-beyaz nodiiller hastaligin teshisini kolaylastirir.
Bazi olgularda dalak, karaciger ve kalp yirtilmasi sonucu karin boslugu kanla dolar.
Tiiberkiilozlu hayvanlarda lezyonlar genellikle karaciger, dalak, bagirsak, kemik iligi,
akciger, yumurtalik, bobrek gibi organlarda lokalize olur.

Tiiberkiiloz lezyonlarinin sirasi ile

%095 karaciger,

%90 kemik iligi,

%90-95 dalak,

%70-80 bagirsak,

%6 bobrek,

%50 akcigerlerde,

yerlestikleri belirlenmistir.

Sarims1 kazedz nodiiller karaciger, dalak ve bagirsakta bulunur.
Kemik iliginde acik renkli graniilomlar, 6zellikle femurun distal kisimlarindaki lezyonlar
nedeni ile etkilenen kanathilarda topallik gortilebilir.

Teshis klinik, nekropsi bulgular1 ve laboratuvar muayeneleri ile yapilir.

Bakteriyoskopi: Tiiberkiilozdan siipheli organlardan preparatlar hazirlanarak Ziehl-Neelsen
yontemi ile boyanir.
Ehrlich-Ziehl - Neelsen (EZN) Mikobakterileri boyama yontemi

a)Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Lam iizerine ve biitiin lam1 kaplayacak tarzda karbol fiichsin solusyonu konur.

c) Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikli olarak hafifge 1sitilir. Preparatin yanmamasina ve
kabarciklarin ¢ikmamasina dikkat edilir (preparat tizerinden hafif buharlar ¢ikabilir).
d)Boya dokiiliir ve preparat asit-alkolde (% 95 alkol + % 3 HCI asit) dekolore edilir.

e) Su ile yikanir.

f) Preparat {izerine metilen mavisi solusyonu konur ve 10-15 saniye boyanir.

g) Boya dokiiliir ve su ile yikanir.

h) Kurutulur ve immersiyonla muayene edilir.




Mikobakteriler veya asidorezistens mikroorganizmalar pembe kirmizi renkte ve diger
mikroplar ise mavi renkte goriiliirler.

Kiiltiir: Lezyonlu organlardan kiiltiir yapilabilmesi i¢in en ¢ok tercih edilen yol % 4 NaOH
metodudur.

Bunun i¢in lezyonlu bdlgelerden alinan marazi maddeler steril bir havan igerisine konur.
Kiiciik parcalara ayrildiktan sonra iizerine %4’liik NaOH ilave edilerek homojen hale getirilir.
37°C°de 30 dak. bekletilir.
Stispansiyon steril bir santrifiij tlipline alindiktan sonra 3500 dev./dak. 15-20 dak. santrifiij
edilir.

Ust s1vi iginde dezenfektan bulunan bir kaba aktarildiktan sonra sediment iizerine 1-1.5 ml.
steril distile su konur, pH 7.2°ye ayarlanir.
Hazirlanan inokulumdan besiyerlerine 0.05-0.1 ml ekilir, aerobik sartlarda 37-40 °C’de
inkiibe edilir. Genellikle tiremeler inokiilasyondan 7-9 giin sonra goriilmeye baglar.

Ziehl-Neelsen boyamada Tiiberkiiloz basillerinin gériintimi




Uygulamanin adi Avian influenza klinik ve laboratuvar tanisi

Yapilacag hafta 9

Uygulamanin temel hedefi Avian influenza klinik ve laboratuvar tanisi

Kullanilacak materyal ve Embriyolu tavuk yumurtasi, Phosphat Buffer Solution,

malzeme adi Besiyeri, serum fizyolojik, biinzen beki, dezenfektan,
alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

Avian Influenza, kanatlilarin solunum ve sinir sistemlerine ait belirtilerle birlikte yiiksek bir
morbidite ve mortalite ile karakterize akut infeksiy6z ve kontagiy6z viral bir hastaligidir.

Influenza virusunun neden oldugu hastaliklar arasinda en 6nemlisi tavuk vebasi olup bu virus
ayrica hindi, 6rdek, kaz, bildircin ve bir ¢ok vahsi kanatlilarda da infeksiyon olusturmaktadir.

Nekropside, 6liim sertligi, 6liimii takiben hemen sekillenir.

Siddetli hastalik olgularinda lezyonlar septisemi i¢in tipiktir.

Karkas kirmizi renktedir ve hayvanlarin deri, karaciger, dalak, kalp, bobrek ve
akcigerlerinde konjestif ve hemorajik lezyonlar goriiliir.

Karakteristik lezyonlar, ince bagirsaklara kadar uzanabilen, proventriculus'daki ve
tagliktaki hemorajilerdir ve karaciger, dalak ve bobreklerde saridan griye kadar degisen
odaklar goriilebilir.

Aniden 6len hayvanlarda bu lezyonlar ¢ogunlukla goériilmez. Diisiik virulansh influenza
viruslar tarafindan olusturulan ve o6zellikle, solunum kanalini etkileyen uzun siireli
infeksiyonlarin gortildiigii baz1 olgularda, ¢ogunlukla siniisitis goriilmesine karsin, bazen
de mukoprulent veya kazedz eksudat ile karakterize solunum sistemi lezyonlar: ile
birlikte fibrindz perikarditis, peritonitis ve bobrek bozukluklar: da sekillenebilir.

Yiizdeki ve gaga altindaki 6dem oldukga yaygindir.

Derinin karkastan siyrilmasi ile subkutan dokularda saman sarisi renkte berrak bir siviya
rastlanir.

Kan damarlar1 cogunlukla tikanmistir

Histopatolojik muayenelerde, dalak, karaciger ve bobrek gibi i¢ organlarda 6dem,
hiperemi, hemoraji ve dejeneratif nekrotik odaklar goriiliir.

Oldukca patojenik viruslar tarafindan olusturulan infeksiyonlarin bazilarinda
miyokardiyal nekroz ve miyokarditis sekillenir.

Bazi viruslar da hayvanlarda belirgin merkezi sinir sistemi bozukluklarina neden olurlar
ve bu tip infeksiyonlarda ndronal hiicrelerde yaygin perivaskiiler lenfoid hiicre
infiltrasyonu ve nekroz ortaya cikar.

Sinir dokusunda nadiren de 6dem ve hemorajiler dikkati ¢ekebilir.

Kesin teshis i¢cin laboratuvara yeterli sayida hasta veya yeni 6lmiis hayvan goénderilerek
klinik ve nekropsi bulgulart dikkatlice gdzden gecirilir ve virus izolasyonu, serolojik
muayeneler ve histopatolojik yoklamalara basvurulur.

Virus izolasyonu:

Bu amagla canli veya 6lii hayvanlardan ayr1 ayr1 ornekler alinir.

Olii hayvanlardan virus izolasyonu amaciyla disk1 veya bagirsak icerigi ve trachea ile birlikte
akciger, hava kesesi, dalak, beyin, karaciger ve kalp gibi organlardan da 6rnekler alinabilir.




Canl1 hayvanlardan ise tracheal ve kloakal svab 6rnekleri alinir.

Marazi maddelerden hazirlanan inokulumlar antibiyotiklerle muamele edildikten sonra 10-11
giinliik embriyolu yumurtalarin allantoik bosluklarina inokule edilirler.

Yumurtalarin 48 saat siireyle 35-37°C'de inkiibasyonundan sonra allantoik sivi alinarak HA
testi uygulanir. Baz1 virus suslar1 embriyoyu 48 saat i¢cinde dldiirebilir. Bazilar1 ise daha uzun
bir siire inkiibasyona ihtiyag¢ gosterir.

48 saat icinde Olmeyen embriyolu yumurtalar 4°C'de 8-12 saat bekletilerek embriyo
oldiirilir ve allantoik sivilar1 toplanir. Allantoik siviya kan karismamasina Ozen
gosterilmelidir.

Bakteriyolojik yonden steril olan allantoik sivida saptanan HA aktivitesi, influenza virusu
veya diger herhangi bir kanatl paramyxovirusu tarafindan olusturulmus olabilir.

Bu asamada, Newcastle hastali§i virusunun (NDV) ekarte edilmesi i¢in allantoik siviya
spesifik NDV antiserumu ile HI testi uygulanmalidir.

Allantoik sivida Influenza A virusunun varhigini gostermek amaciyla da, virusun tip
antijenlerinden olan matrix ve niikleokapsid proteininden bir veya ikisine karst hazirlanmig
spesifik antiserum ve konsantre virusla uygulanan immunodiffiizyon testi yapilir.

Izole edilen virusun daha ileri karakterizasyonu igin alt tip identifikasyonu ve virusun
patojenitesi belirlenir.

Alt tip identifikasyonu i¢in, farkli H ve N alt tip kombinasyonlara karst hazirlanmig
antiserumlardan yararlanilir.

Hastalik olgularindan izole edilen bir influenza virusunun patojenitesi mutlaka
belirlenmelidir.

Serolojik Testler

Yiizey antijenlerindeki farkliliklardan dolayr Influenza A viruslarinin neden olduklart
infeksiyonlarin tanisinda konvansiyonel serolojik testler ¢ok kisitli olarak kullanilirlar.
Virusun ¢ok sayida alt tipinin bulunmasi ve alt tipler i¢inde de varyasyonlarin gériilmesinden
dolay1, ancak infeksiyonda rol oynayan virusun H alt tipi bilindigi takdirde HI testi teshis
amaciyla kullanilabilir.

HI testi, ozellikle, Newcastle hastaliginin elimine edilmesi gereken durumlarda c¢ok
onemlidir.

Tip antijenlerinden bir tanesini saptamaya yonelik olarak yapilan agar-jel diffiizyon testi,
genel anlamda influenza infeksiyonlarinin tanisinda daha yararli olabilmektedir.

Baz1 kanatli hayvanlarin, 6zellikle de, su kuslarinin Influenza A infeksiyonu sonucunda
presipite edici antikor olusturmamalari, bu testin en biiyiik dezavantajidir.




Al virusunun sematik goriiniimii




Uygulamanin adi Avian Klamidyozis ve Egg Drop Syndrome laboratuvar

tanisi
Yapilacag hafta 10
Uygulamanin temel hedefi Avian Klamidyozis ve Egg Drop Syndrome laboratuvar
fanis1
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, Hiicre Kiiltiirii, Phosphat Buffer
malzeme adi Solution, lam, serum fizyolojik, mikroskop, biinzen

beki, gram boyama seti, mikroskop, bakteri kiiltiirt,
dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Avian Klamidyozis, evcil kanatlilarin 6zellikle hindi, giivercin, ordek, daha az olarakta
tavuklarin, psittacinae familyasina ait kanatlilarin (muhabbet kusglari, papagan, kanarya vs.)ve
yabani kuslarin, Chlamydia psittaci’den ileri gelen solunum, sindirim ve sinir sistemlerine,
goze ve eklemlere yerleserek gizli, akut, subakut, kronik ve asemptomatik infeksiyonlara,
bazende dliimlere yol acan bulasici bakteriyel hastaligidir.

C. psittaci, Gram negatif, oval-yuvarlak, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, hiicre duvarinda
muramik asit bulunmayan obligat intraselliiler bir bakteridir.

Cansiz sivi ve kat1 besi yerlerinde lireyemez. Embriyolu yumurtalarda (sar1 kesesinde),
deneme hayvanlarinda ve hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalabilirler.

Giemsa, stamp, macchiavello, castenada,gimenez boyamalari ile boyanirlar.

Kanatlilar1 infekte eden 6 serotip(A,B,C,D,E,F)belirlenmistir.

C. psittaci’nin hiicre i¢inde iiremesi, oksitetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin, penisilin ve
tylosin tarafindan inhibe edilir.

Dezenfektanlara da degisik derecede duyarlidirlar.

Hastalig1 klinik olarak saptamak pek miimkiin degildir. Sadece akut ve subakut olgularda
yararli ipuglari elde edilebilir.

Birgok bakteriyel, viral ve mantar infeksiyonu ile karistirilabilir.

Teshis i¢in laboratuvara hasta hayvan ve kan gonderilir. Hasta hayvanlardan nasal ve okiiler
eksudatlar ve ayrica taze gaita 6rnekleri alinabilir.

Giemsa, modifiye Ziehl-Neelsen yontemleri ile boyanirlar. Mikroorganizma antijenlerinin
goriintiilenmesinde IFA veya insitu immunperoksidaz tekniklerindende yararlanilabilir.

Aseptik kosullar altinda alinan ¢esitli taze muayene materyallerinden usulune uygun
inokulumlar (streptomisinli) hazirlanir.

Bu inokulumlardan ETY (embriyolu tavuk yumurtasi), doku kiiltiirlerine ya da deneme
hayvanlarina ekimler yapilir.

Deneme hayvanlarinda goriilen infeksiyon ve oOliimler, ETY larda olusan Oliimler ve
kiiltiirlerde goriilen dejenerasyonlar C. psittaci yoniinden incelenir.

Dokulardaki cinse 6zel ortak LPS karakterindeki antijenleri ve serumdaki antiklamidial
spesifik antikorlar1 saptamak i¢in ELISA dan yararlanilir.
Ayrica IFA, in situ immunperoksidaz, indirekt komplement fikzasyon,agar jel diffiizyon,




lateks agliitinasyon testleride kullanilabilir.

EDS 76 ise, 6zellikle tavuklarda yumurta veriminde diisme, yumurtanin i¢ ve dis kalitesinde
bozukluklar, yumurta yolunun yangis1 (salpingitis) ile karakterize bulasic1 viral bir
hastaliktir.

Klinik ve Nekropsi Bulgulari: Yumurta veriminin ani diismesi ve yumurta kalitesindeki
bozulmalar.

Infeksiydz bronsitis, infeksiydz laringotracheitis, ND, AE, CRD, Gumboro, Tavuk Kolerasi,
Tavuk Tifosu ile karisabilir.

Virus izolasyonu: Ordek bobrek, 6rdek embriyo karaciger ve &rdek fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde yiiksek titrede tirer. Embriyolu 6rdek ve kaz yumurtalarinda ¢ok yiiksek titrede
urer.

Serolojik Testler: HI, FA, SN, AGD ve ELISA

Hayvan Deneyi: SPF civcivler géz ve kloakal yolla infekte edildiklerinde virus 7. giinden
sonra bursa Fabricius ve bagirsaklardan izole edilebilir.
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Uygulamanin adi Infeksiydz bursal hastalik ve infeksiydz bronsitis
laboratuvar tanisi

Yapilacag hafta 11

Uygulamanmin temel hedefi Infeksiydz bursal hastalik ve Infeksiydz bronsitis
laboratuvar tanist

Kullanilacak materyal ve Embriyolu tavuk yumurtasi, Phosphat Buffer Solution,

malzeme adi Triptoz Fosfat Buyyon, Steril kaplar, Besiyeri, serum

fizyolojik, biinzen beki, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Infeksiydz bursal hastalik (Infectious bursal diesase, IBD) veya Gumboro Hastalig
infeksiy6z bursal hastalik virusu (IBDV) tarafindan meydana getirilen, 3 haftaliktan biiyiik
piliclerde akut seyreden, ¢cok bulasici viral bir hastaliktir.
Yiiksek diizeyde mortalite ile seyreden IBD, hastalig1 geciren piliclerde immunsupresyona,
sekonder infeksiyonlara ve asilamayla olusturulan bagisiklik diizeyinin diisiikk olmasina sebep
olmaktadir.
IBDV birgok iilkede kanatl sektdriinde endemiler olusturan zarfsiz bir virustur.
Virus dezenfektanlara kars1 uzun siire direnclilik gosterebilme 6zelligine sahiptir. Etken, eter
ve kloroform ile muameleye direngli bulunmus, pH 12'de inaktive edilmis, pH 2'de
etkilenmemistir.
Teshiste Virus izolasyonu; BF ve dalaktan izolasyon gerceklestirilir

ETY, hiicre kiiltiiri

AGID, IFA, SN test, ELISA.

In/situ hybridization non-radioactive problar kullanarak

Infeksiydz bronsitis (IB), tavuklarin 6zel bir virustan ileri gelen, ¢ok bulasict ve akut
seyirli salgin bir hastaligidir.

Bu infeksiyon tavuklarda tracheal sesler, oksiirme ve aksirma ile karakterizedir.
Solunum sistemi disinda, hayvanlarda yumurtaliklar ve bobrekler de etkilenebilir.

Ozellikle hastalik civcivlerde ¢ok daha siddetli seyreder ve bu hayvanlarda genel
semptomlara ilaveten burun akintist da goriliir.

Infeksiyon yumurta prodiiksiyonundaki hayvanlarda verimde ve yumurta kalitesinde
diisiislere, broylerlerde ise performans bozukluklarina neden olarak ticari isletmelerde
biiylik ekonomik kayiplara yol acar.

Infeksiydz bronsitis hastaligim1 klinik ve nekropsi bulgularma gore teshis etmek olduk¢a
glctur.

Solunum sistemi belirtileri ve bu sisteme ait saptanan makroskopik ve mikroskopik lezyonlar
IB'den siiphe ettirse de, benzer bozukluklar diger bir¢ok hastalikta da goriilmektedir.
Hastaligin solunum sistemi formu Newcastle, infeksiy6z laryngotracheitis, CRD, syngamus
trachea ve infeksiydz koriza ile karigabilmektedir.

Yumurta verim ve Kkalitesindeki bozukluklar basta EDS-76 olmak {iizere infeksiyoz ve
yonetim hatalar1 gibi infeksiydz olmayan faktorler tarafindan da meydana getirilebilir.




Ovidukttaki gelisme bozukluklar1 bagka sebeplerden kaynaklanabilecegi gibi, hastaligin
iremi formu da, beslenme noksanliklari ve bilinmeyen diger bazi nedenlerden
kaynaklanabilir.

Hastaligin kesin tanisi, siipheli hayvanlarda virus varliginin gdosterilmesi veya kan
serumlarinda spesifik antikorlarin saptanmasiyla konur.

Virusun en hizli iireme gosterdigi akut infeksiyon donemi, dokularda virus varligim
gostermek i¢in en uygun zamandir.

Infeksiyondan 7-10 giin sonra ise etkenin belirlenmesi zorlasir.

IBV, hasta hayvanlarin trachea, akcigerler, hava kesesi, sekal tonsil ve liremi formunda da
bobreklerinden izole edilebilir.

Ancak doku 6rneklerinin hastaligin baslangic doneminde alinmasi gerekir.

Hayvanlardan alinan muayene oOrnekleri hemen islenmeyecek ise -20°C'de saklanir.
Organlardan alinan parcalar steril bir kaba alinarak iizerine hacminin 1/5 veya 1/10 oraninda
antibiyotikli triptoz fosfat buyyonu veya PBS konularak siispanse edilir veya filtreden
gegirilerek inokulum i¢in hazirlanir.

Saha materyallerinden etkenin izole edilmesi igin en uygun yontem, hazirlanan inokulumdan
embriyolu tavuk yumurtalarina veya civciv embriyo tracheal organ kiiltiirlerine ekim
yapilmasidir.

Hazirlanan bu inokulum 9-11 giinliik ETY'nin allantoik bosluguna veya civciv embriyo
tracheal organ kiiltliriine inokule edilir.

Infekte hayvanlarda IB virusunun gosterilmesinde kullanilan diger bir ydntem de, hasta
hayvanlarin trachea kesitlerinin veya tracheal kazintilarinin immunofluoresans teknigi ile
incelenmesidir.

Ozellikle, virusun bol miktarda bulundugu infeksiyon sonrasi ilk 7 giinliik dénem iginde
uygulanmasi basit ve tatmin edici bir yontemdir.

Ozellikle son yillarda IBV'nin gabuk identifikasyonu i¢in PCR teknigi ve DNA problari ile
birlikte, suslarin identifikasyonu amaciyla oligoniikleotid fingerprinting ve niikleik asit
sekanslama teknikleri gibi molekiiler teknikler gelistirilmistir.

Infeksiydz bronsitis'in serolojik tanis1 serumda bu virusa karsi olusan antikorlarin
saptanmasina dayanmaktadir.

=Serolojik reaksiyonlar arasinda en ¢ok kullanilanlari; serum (virus) nétralizasyon (SN veya
VN), agar-jel diffiizyon (AGD), fluoresans antikor (FA) teknigi, hemaglutinasyon inhibisyon
(HI) ve ELISA teknikleridir.

SN testi giivenilebilir yegane sus-spesifik testtir.

HI testi, primer antikor yanitinda genellikle sus-spesifik iken, AGD, FA ve ELISA
tekniklerinde hem grup- hem de tip-spesifik antijenlerle reaksiyonlar meydana gelmektedir.

Virus izolasyonu ve hayvanlarda IBV ile deneme infeksiyonu olusturmak i¢in, hastaliktan
stipheli hayvanlarin trachea ve akcigerlerinden hazirlanan inokulum veya izole edilen IB
stipheli virus, duyarli hatlardan saglanan civcivlere intranazal, intratracheal veya intraokiiler




yolla verilir.

Virusun verilmesini takiben hayvanlarda 18-36 saat i¢inde solunum giigliigii baslar.

infeksiyoz sitis etkeni




Uygulamanin adi Infeksiydz laringotraheitis ve Infeksiydz anemi
laboratuvar tanisi

Y apilacag hafta 12

Uygulamanin temel hedefi Infeksiydz laringotraheitis ve Infeksiydz anemi
laboratuvar tanisi

Kullamlacak materyal ve Embriyolu tavuk yumurtasi, Phosphat Buffer Solution,

malzeme adi Besiyeri, serum fizyolojik, biinzen beki, dezenfektan,
alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

ILT, tavuklarin, hindi ve siiliinlerin, iist solunum sisteminin yangilanmasi, 0kstiriik, solunum
giicliigii ve konjunktivitis ile karakterize olan, genellikle subakut veya kronik seyirli, bulasici
ve bazen de o6ldiiriicii bir viral hastaliktir

Her yastaki tavuklar1 infekte eder.

Kiimeslerdeki hijyenik kosullarin kotii oldugu zamanlarda hastalik goriilebilir.
Virus, solunum sisteminden ve goz konjunktivasindan girerek infeksiyon olusturur.

Damlacik enfeksiyonu gortilebilir
Klinik ve nekropsi bulgulari:
Bu hastalik birgok yonleri ile;
Mikoplazmosis, koriza, kronik pasteurellosis, salmonellozis, sinusitis
(bakteriyel hastaliklar)
IB, ND, Cicek (Viral hastaliklar)
Aspergillosis (mantar hastaliklar1)
A avitaminosis ile karisabilir.

Virus Izolasyonu: Tracheal eksudat, tracheal epitel hiicrelerinden hazirlanan
inokulumlar ETY sinin CAMlari iizerine ekilirler.

Serolojik Testler: AGPT, ELISA, IFA, VN vb.

Hayvan Deneyi: Intratracheal inokulasyonlar ile deneysel infeksiyon olusturulur.

Infeksiydz anemi ise siddetli immunsupresyon ile sonuglanan aplastik anemi, timus ve bursa
Fabricius’un atrofisi ve kemik iliginin hipoplasisi ile karekterize bir circovirus
infeksiyonudur.

Infekte siiriilerde sekonder bakteriyel, viral veya mantar infeksiyonlar1 hizla artar. Bu
sendrom Oncelikle 3-9 haftalik yastaki (6rnegin gangrendz dermatitise bagli olarak %15
mortalite gdsteren) piliclerde goriiliir.

Virus izolasyonu: Virus hastalikli hayvanlarin tiim organlarindan (karaciger, dalak, timus,
akciger, kalp, kemik iligi) ve diskidan yapilabilmektedir.
Etkenin  izolasyonu i¢in  giinliik  civcivlere  inokulasyon  yapilabilmektedir.
Ayrica etken embriyolu tavuk yumurtalarinin yumurta sarisi icinde embriyonal 6lim ve




spesifik bir embriyopathi’ye neden olmadan tireyebilmektedir.

Infeksiydz anemi virusu




Uygulamanin adi Lokozis, Marek Hastaligi, Newcastle hastaligi
laboratuvar tanisi

Yapilacag hafta 13

Uygulamanin temel hedefi Lokozis, Marek Hastaligi, Newcastle hastaligi
laboratuvar tanist

Kullanilacak materyal ve Embriyolu tavuk yumurtasi, Phosphat Buffer Solution,

malzeme adi Besiyeri, serum fizyolojik, blinzen beki, dezenfektan,
alkol, pamuk.

GereKli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

Lokozis/Sarkoma hastalik grubunun etiyolojik etkenleri Retroviridae familyasina ait
retrovirus cinsi tiyeleridir.

Retroviruslar, Lenfoid 1okozis, erythroblastosis, myeloblastosis, myelocytomatosis,
endothelioma, nephroblastoma, hepatocarcinoma, fibrosarcoma ve osteopetrosis
infeksiyonlarin1 meydana getirirler.

Klinik ve nekropsi bulgulari:

Virus Izolasyonu: Plazma, serum, tiimor virus izolasyonu igin en iyi
materyallerdir. Ayrica KC, yumurta albumini, embriyo, oral yikantilar ve digkidan
da izolasyon yapilabilir.

RIF (Resitance Inducig Factor) Testi

Cofal (Complement Fixation Tests for Avian Leucosis Viruses) Testi

NP (Non Producer Test) Testi

FAT

PCR

Marek Hastaligin (MH) tavuklarin ¢ok bilinen tiimoral ve oldirticii viral bir
infeksiyonudur. MH periferal sinirler, eseylik organi, iris, i¢ organlar, kas ve deride
lenfoproliferatif sonu olusan tiimdral bozukluklar ve 6liim ile karakterizedir.

1907 yilinda Dr. Marek tarafindan tanimlanmaistir.
Ozellikle piliclerde immunsupresif etkisi ile tavuk yetistiriciligini etkileyen bir
enfeksiyondur.
Klinik Nekropsi Bulgulari: Kesin tani1 i¢in lab. muayeneleri zorunludur.
Gumboro, Lenfoid Lokozis, Aspergilosis, Kolibasillozis, Tiiberkiiloz, Epidemik
Tremor ile karistirilabilir.

Virus Izolasyonu: Virus izolasyonunda deri lezyonlari, tiiy folikiilleri, epitel
hiicreleri ve dokiintii kepekler, kan lenfositleri, heparinli taze kan, dalak dokusu
ve tiimor hiicreleri kullanilir. Doku kiiltiirtine ekim yapilir.

Hastaliktan siipheli tavukta MHV antijeni aranmasi: Spesifik monoklonal
antikorlarla aranir. FAT, Immunperoksidaz, AGPT, NT ve ELISA kullanilan
testler

Histopatolojik ve sitolojik muayeneler: MH tiimdrlerinde kiiciik  biiylik
lenfositlerde olusan karisik bir lenfosit populasyonu, lenfoblastlar, plasma
hiicreleri MH hiicreleri goriiliir.




Newcastle hastalig1 (Yalanci veba) evcil kanatlilarin ve diger kuslarin akut seyirli, hizl
yayilan viral bir hastaligidir.

Hastaliga bagli olarak hayvanlarin solunum, sindirim ve sinir sistemlerinde ciddi
bozukluklar sekillenir, ¢ok bulasici ve 6ldiiriiciidiir.

Hastalik kanatli hayvan yetistiriciligi yapilan tiim {ilkelerde biiyiik bir problem olarak yer
tutmaktadir.

TESHIS

Newcastle hastaligiyla karisabilecek infeksiyonlar arasinda;

Infeksiydz bronsitis,

infeksiyoz laringotraheitis,

Infeksiydz bursal hastalig1,

Avian ensefalomiyelitis,

Marek,

Tavuk cicegi,

Influenza A,

Tavuk kolerasi,

Kronik solunum yolu hastaligi,

Pullorum hastalig1,

Psittakozis,

Infeksiydz koriza,

Infeksiydz sinuzitis,

Hemorajik sendrom yer almaktadir.

Bunlar yaninda, zehirlenmeler ve Aspergillozis ile birlikte Riboflavin, Vit. E ve Vit. A

noksanliklar1 sonucu ortaya ¢ikan semptomlar da infeksiyonla en fazla karigabilen

bozukluklar arasinda bulunmaktadir.

Nekropside en 6nemli lezyonlara solunum sisteminde rastlanir.

Burun boslugunda, larinkste ve trahea'da serdz, kataral veya peynirimsi bir eksudatin
bulunmasi infeksiyon i¢in dikkat ¢ekicidir.

Bazen trahea ve bronslarda yangisel reaksiyonlarla birlikte hemorajilere ve akcigerlerde de
pnomoniye rastlanir.

Geng piliclerde hava keselerinin kalinlastigi, bulaniklastigi ve matlastigi, bu bolgede bazen
sabun kopiigi gibi kataral veya kazedz eksudatin bulundugu gortiliir.

Sindirim sisteminde ise duodenumun son béliimiinde, jejenum, ileum ve 6zefagusta degisik
biiytikliikte nekrotik odaklar ve hemorajiler saptanir.

Diger 6nemli bir lezyon da proventrikulus, sekal tonsiller ve peyer plaklarinda goriilen
hemorajiler ve yangisel bozukluklardir. Nokta tarzinda kanama odaklarina diger organlarda
da rastlanabilir.

Ayrica, dalak ve bobreklerin solgun, kii¢iilmiis bir durumda bulundugu, yumurta
follikiillerinde ise kalinlasmanin oldugu tespit edilmistir.

Infeksiyonun histopatolojik olarak incelenmesi sonucu

proventrikulusta, hemoraji, hiperplazi;

bagirsaklarda, hemorajik ve iilseratif nekrozlar,

sindirim ve solunum sisteminde, karaciger, dalak, miyokardium, bobrek ve b. Fabricius'da
lenfoproliferatif hiperplaziye rastlanir.

Solunum sisteminden akcigerlerde 6dem, proliferatif ve eksudatif degisiklikler, bronsitis,
pulmoner hava kesesinin infiltratif yangisi, kataral traheitis ve yiizeysel epitellerde dokiilme
goriiliir.




Infeksiyonun sinir sistemine yonelik yayilim gdstermesi sonucu
beyin ve beyincikte hemoraji,
noron ve ganglion hiicrelerinde dejenerasyon ve ensefalitis meydana gelir.

Hastaligin direkt ve indirekt yollarla kesin teshisi i¢in, laboratuvara yeteri miktarda hasta
hayvanlar ve kan 6rnekleri gonderilir.

Virus izolasyonu:
Siiriiniin infeksiyona yakalanmasindan 3-7 giin sonra viremi doneminde virus izolasyonunun
yapilmasi teshis acisindan 6nemlidir.

Virus en ¢ok traheadan izole edilir. Virulansi fazla viruslar ise trahea, akciger, dalak, beyin,
harderian bezi ve sekal tonsillerden izole edilebilir.

Izolasyon igin infekte tavuklarin gesitli organlarindan aliarak hazirlanan inokulumlar, SPF
stiriilerden elde edilen 9-11 giinliik embriyolu tavuk yumurtalarinin korioallantoik bosluguna
inokule edilir.

Olen embriyolu infekte yumurtalar agildiginda embriyolarda konjestif veya hemorajik
intestinal lezyonlar tespit edilir. Virusun iiredigi korioallantoik s1vi toplanir.

Lam iizerinde bir damla korioallantoik s1v1 ve bir damla %5'lik eritrosit siispansiyonunun
karigtirilmasi ile hemaglutinasyon testi yapilir.
Patolojik materyallerde virusun varligi, biyoteknolojik yontemlerle de ortaya konabilir.

Teshisde serolojik testlerden de yararlanilmaktadir.

Etkenin biyolojik bir karakteri olarak kabul edilen hemagliitinasyon yetenegi ve bunun
bagisik serumlardaki spesifik antikorlar tarafindan 6nlenebilmesi 6zelligi (HI) asilama sonu
hayvanlardaki bagisiklig1 saptamada, infeksiyonun direkt ve indirekt teshisinde
kullanilmaktadir.

Bunlar; Hemaglutinasyon Inhibisyon, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Notralizasyon, Agar Jel Presipitasyon (AGP), Fluoresans Antikor Teknigi (FAT), Indirekt
Immunperoksidaz monolayer yontem ve Epriivasyon testleridir.

NHV'nin tavuklarin dokularindan immunohistokimyasal olarak teshis edilmesinde,
monoklonal primer antikor kullanilarak immunoperoksidaz histokimyasal teknikten
yararlanilmistir.

Immunoperoksidaz teknigi Newcastle hastaliginda hizli ve ayirici bir test olarak dnem
kazanmustir.

Son yillarda, NHV'nin teshis edilmesinde biyoteknolojik metodlardan da yararlanilmaktadir.
Infekte allantoik stvidan, NHV'nin identifiye edilmesinde, polimeraz zincir reaksiyonunun
(PCR) basarili sonug verdigi bildirilmistir.

Ayrica, NHV suslarinin identifikasyonunda oligonukleotid parmak izi (finger print)
tekniginden de yararlanilabilecegi ortaya konulmustur.




Avian Leukemia Virus

Newcatle Hastalig1 etkeni




Uygulamanin adi ELISA, Hemaglutinasyon Inhibisyon, Hemaglutinasyon testleri
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Uygulamanin temel hedefi ELISA, Hemaglutinasyon Inhibisyon, Hemaglutinasyon testleri
Kullanilacak materyal ve Pleyt, ELISA enzimleri, antijen, substrat, konjugat, etiiv,
malzeme ad1 yikanmis tavuk eritrositi

GereKkli olan giivenlik Uzun Kkollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

PRIMER BAGLANMA TESTLERI :Antijen ve antikorun reaksiyona girmesine miisaade
edilir. Olusan immun kompleksin miktar1 direkt ya da dolayli olarak 6lgiiliir. Bu reaksiyonu
olgebilmek igin Ag. veya Ab; radyoizotop, floresan boya ve ya enzim ile isaretlenir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra; birlesmemis materyaller ortamdan uzaklastirilarak,
reaksiyona giren kismin miktari, isarete dayanilarak olg¢iiliir.

KULLANILAN MATERYALLER;

Mikroplate

Antijen->normalden az ya da fazla kullanilmamalidir.

Wash buffer

Stipheli serum

Substrat - renksizdir ve reaksiyona girince renk verir.

Konjugat - substrat’a baglanir. Baglanma sonucu renk olusur.

Olusan immunolojik reaksiyonun, enzim-substrat sistemi ile goriiniir hale getirilmesi esasina
dayanan teknikleri kapsar. Hem antijen, hem de antikor varligi ve miktari hassas olarak
Olctiliir.

(n) sayidaki serum i¢in (n) sayida sulandirma yapilir. Her g6z bir serumu temsil etmektedir.

OMONOMONORONONONO

ONOMONONORONOROR0

ONONORBONONONORORO,

200 pl serum diluent + 200 pl II. Sulandirma -> 1/500

Bir tane IB i¢in 6zel mikroplate kiti alinir.
Her 6rnek serum i¢in 1 g6z kullanilmaktadir.

Goze 0,1 ml en son sulandirmadan koyulur.
30 dk beklenir.




Stv1 dokdliir.

4 kez yikama solusyonu ile yikanir.
0,1 ml konjugat koyulur

30 dk beklenir.

Yikama

0,1 ml substrat koyulur

15 dk bekle

0,1 ml stop solusyonu koyulur.
650 nm de sonuglar okunur.

Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve serumdaki antikorlarin tespitinde kullanilan ¢ok
duyarli ve spesifik bir testtir.

Testin esast; slipheli antijen veya antikorun homologu olan ve enzim ile isaretli bir
konjugata baglanmasi ve bu baglantinin substrat ad1 verilen kimyasal bir madde yardimu ile
renginin degistirilip goriiliir hale getirilmesidir.

DIREKT ELISA-> siipheli marazi maddede m.o. aranmast icin yapilir.

INDIREKT ELISA-> siipheli serumda antikor aranmasi ve titre saptanmasi igin yapilir.

NDV-IBV-IBD-Mg-Ms-ReoVirus v.b. i¢in ticari kitler mevcuttur ve rutin olarak
uygulanmaktadir.

SUPHELI SERUM daki antikor + antijen = birlesir.
Bu komplekse konjugat baglanir ki enzim ile isaretlenmistir.
Ortama substrat eklenir ve komplekse baglanir.
Enzim substrat1 pargalar ve renk olusur.
Stopper eklenerek reaksiyon durdurulur.
ELISA reader da okutulur.

KULLANILAN MATERYALLER
Stipheli Serum
+/- kontrol
Serum sulandiricisi
Ticari mikropleyt
Wash buffer= yikama solusyonu
Konjugat
Substrat
Stopper
Reader

TESTIN YAPILISI

Enfeksiyona spesifik ticari mikropleytler vardir ve mikropleytin her gozii taranacak olan
enfeksiyonun etkeni ile yani antijen ile kaphdir.

Mikropleyt 8x12 olmak iizere 96 gozliidiir.

Ik goze negatif kontrol konur.

Ikinci goze pozitif kontrol konur.

Diger gozlere de serum sulandiricist ile 1/500 oraninda sulandirilmis serumlar konur.
30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her g6ze konjugat eklenir.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her gbze substrat eklenir.

15 dk beklenir.

Substratin iizerine stopper eklenerek, reaksiyon durdurulur.




ELISA reader da okutulur.

SONUC
Reader otomatik olarak renk degisikliklerini tespit eder ve bize antikor titresini verir.
Boylece siiriiniin antikor titresi tespit edilir.
Hastalik durumu belirlenir.
As1 zamani belirlenebilir.
Yakin zamanda uygulanmis olan asinin siiriiyii ne kadar korudugu hakkinda bilgi verir.

HEMAGLUTINASYON TESTI

Eritrositlerin serum ya da m.o. etkisiyle bir araya gelerek, kiimeler halinde ¢okmeleridir. Pek
cok bakteri ve viruslar; HA yetenegine sahiptir. Burada olay bir ag-ab reaksiyonu degil;
dogrudan dogruya mikroorganizmada bulunan ve eritrositlerdeki reseptorlere yapisma ve
onlar1 ¢oktlirme 6zelligidir.

MEKANIZMA: HA b6zellignde olan mikroorganizmalarin duyarl eritrositlerin yiizeylerine
yapigma egiliminde oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢caligmalarda; HA 6zelligi bulunan
m.o.larm yiizeylerinde kisa ,¢ivi benzeri organeller bulundugu gézlenmistir. Bunlarin
eritrositlerin ylizeylerindeki mukopolisakkarit iceren reseptor bolgelerine 6zgiin olarak
baglandiklar1 saptanmistir. HA sirasinda pek ¢ok virus partikiilii duyarli eritrosite etki eder.
Virus 2 eritrosit arasinda kalacak sekilde baglanir.

Bu baglanma siirekli degildir. Virus, salgiladigi Neuroamidase enzimi ile reseptor bolgelerini
tahrip eder. Ve eritrositlerden ayrilir. Bu olaya ELUSYON denir. Ayrilmadan sonra eritrosit
yiizeyindeki reseptorler tahrip oldugu igin; ayni eritrosit ile ayni virus tekrar baglanamaz.
Ancak baska bir virus ile baglanma olabilir. Ciinkii eritrositler yiizeyinde her virus igin ayri
bir spesifik reseptor bulunmaktadir.

AMACLARI :
etken varligin1 saptamak
HI testinde kullanilacak olan virus ya da bakterinin HA iinitesini belirlemek.

KULLANILAN REAKTIFLER :

Yikanmis Tavuk Eritrositi (YTE)

antijen

FTS

CABUK HA = LAMDA HA : virus yada bakterinin varligini ortaya koymak i¢in yapilir.
—> lamin tizerine=> 1 damla Ag + 1 damla YTE - suspanse edilir-> ¢okme varsa = HA +

YAVAS HA = TUPTE/MIKROPLATE’TE HA : bu ydntemle virusun HA titresi de
hesaplanir.

stipheli virus log 2 tabanina gore sulandirilir.

biitiin gozlere %?2’lik eritrosit siispansiyonundan virus sulandirmalarina esit miktarda konur.
oda sicakliginda 2 saat ya da 370C’de 30 dk. inkiibasyona birakilir ve sonuglar
degerlendirilir.

DEGERLENDIRME :
HA + = tiipiin dibinde dantela tarzinda irili ufakli kiimelesme vardir.
HA--> diigme ¢Okiintii olusur.

HEMAGLUTINASYON BIRIMI ( HB ) : HA olusturan en son sulandirma orani, o virus
icin HA Birimidir.




HEMAGLUTINASYON INHIBISYON TESTI = HI

HA yetenegine sahip olan mikroorganizmalarin bu yeteneklerini, bu
mikroorganizmaya kars1 olusmus spesifik ab.tarafindan inhibe edilmesidir. Yani spesifik
serum ile virus birleserek, onun HA yetenegini ortadan kaldirir.

AMAC :
HI 6zelligndeki m.o.larin identifikasyonu
serumdaki antikorlarin titrelerinin 6l¢iilmesi.

YAPILISI :

tiim gozlere FTS konur ve siipheli serum log 2 tabanina gore sulandirilir.

serum sulandirmalarina esit hacimde 4HB oraninda sulandirilmis olan bilinen virustan ilave
edilir.

370C’de 45 dk inkubasyona birakilir.

her gdze virus+serum toplami kadar %2’°lik YTE ilave edilir.

370’de 45 dk beklenip—> sonuglar degerlendirilir.

DEGERLENDIRME :

HA meydana gelmesi bilinen virus ile ag nin birlestigini yani bilinen virus ile siipheli serum
ab larinin birlesmedigini gésterir. Dolayist ile siipheli serumda — bilinen virusa spesifik ab
yoktur. HA (-) ise HI (+) tir. - diigme tarzindaki reaksiyonun goériindiigii son goz, tespit
edilir. Ve 4 ile carpilir. Bulunan rakam SERUM HI TITRESI dir.




Uygulamanin adi Kanatl hastaliklarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanimi
Yapilacag hafta 15

Uygulamanin temel hedefi Kanatli hastaliklarinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanimi
Kullanilacak materyal ve Ticari PCR Kitleri, primerler, enzmimler, dNTP,
malzeme adi Magnezyum Kloriir, Tiipspor

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

Temel olarak mekanizma yiiksek sicaklikta yapisi bozulmayan bir DNA polimeraz
kullanilarak ,bir Thermo Cycler (Is1 Diizenleyici) yardimiyla Dna replikasyonunu in vitro
ortamda tekrarlanmasi sonucu dna nin ¢ogaltilmasini saglamaktir.Bu mekanizma giiniimiizde
molekiiler biyoloji ve genetik labratuarlarinin sik¢a kullandigi bir yontemdir.

Genetik tani, gen klonlamasi , Babalik tayini ,Nokta mutasyonlar1 analizi ,prenatal tani da ve
birgok diger uygulama alani olmasi nedeniyle ¢ok Onemli bir kesif olarak biyoloji
biliminde yeni ufuklar agmustir.

PCR (POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU)

Laboratuvar ortaminda spesifik DNA dizilerinin; primer denilen sentetik oligoniikleotid
diziler yardimiyla cogaltilmasi islemidir
Standart bir PCR Protokolii yoktur. Bilesenler g¢ogaltilacak DNA bolgesinin 6zelliklerine
gore degisir.

KLASIK PCR: Hedef DNA dizisinin her iki ucuna o6zgii spesifik primerler kullanilarak
termostabil DNA polimeraz yardimiyla uygulanan PCR ¢esididir. Daha sonraki analizler i¢in
dongii sayisina gore Ustel oranda artan diizeyde lriin elde edilir.Tipik bir PCR ii¢ temel
basamakta gerceklesir:

*Denatiirasyon:Ilk asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapis1 yiiksek 1s1 yardimiyla
birbirinden ayrilir(denatiirasyon) .Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60 sn siiresince
uygulanir.(ilk denatiirasyon tek saykil olarak 15 dakikaya kadar uygulanir)

* Annealing(Baglanma):Denatiirasyonu takiben daha diisiik 1silarda oligoniikleotid primerler,
ayrilmig olan tek zincirli DNA tizerinde kendi eslenikleri olan bolgelere baglanirlar. Bu olay
cogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-60 sn ‘de gerceklesir.(G/C orani yiiksek olan bolgelerde
baglanma 1s1s1 68°C’ye kadar arttirilabilir)

*Elongasyon(uzama):Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz enziminin
tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir. Elongasyon basamaginin siiresi kullanilan
polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA‘nin uzunluguna gore 30sn ile 3 dakika
arasinda degisir.

Termal sayklirin bu iic basamagi her tekrarinda DNA miktar: teorik olarak iki katina ¢ikar.
Olusan triin; 1lk koyulan DNA miktar1 ve saykil sayisina baghdir. 25-40 saykil uygulanir.
Klasik PCR normalde sayisal (quantitatif) bir degerlendirme 6l¢iisti degildir fakat quantitatife
doniistiiriiliir.Jel elektroforez de iirlinler karsilastirilarak veya most probable number (MPN)
yardimiyla sonuca ulasilir. MNP yoOnteminde ardarda seyreltmeler ve MNP hesaplayicisi
kullanilir. Tercih edilmeyen bir yontemdir.Bir diger yontem de competitive (karsilastirmali)
PCR’dir. Karsilastirmada delesyon veya insersiyon tasiyan orneklerle (farkli uzunlukta bant
olustururlar) elde edilen iiriin jel elektroforezde karsilastirilir.

MULTIPLEX PCR: Klasik veya Real-time PCR’nin modifikasyonuyla iki veya daha fazla
farkl1 PCR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gerceklestirilmesine dayanir. Klasik PCR ile
ayni basamaklarda gerceklesir fakat her bir reaksiyonda coklu primer setleri




kullanilir.Multiplex PCR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef bolge amplifikasyonu
gergeklestirildiginden  kullanisli  bir  inceleme yontemidir.Fakat Onemli derecede
optimizasyon gerektirir.Degisik hedeflerin ayni reaksiyon sartlarinda amplifikasyonunu
saglamak i¢in kullanilacak primerlerin dikkatli se¢ilmesi ,annealing 1silariin birbirine uygun
olmasi, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gibi bazi 6nemli sartlar1 gerceklestirilmesi
gereklidir.Farkli primer ¢iftlerinin en iyi konsantrasyonlarimin se¢imi ve non spesifik
amplifikasyonlarin 6nlenmesi bir¢ok deneme gerektirir.

Reverse Transcription (RT)-PCR: mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin
amplifikasyonu amaciyla kullanilir. Bu PCR c¢esidinde bir reverse transkriptaz enzimi ve
DNA primeri kullanilir. DNA primeri genellikle dT oligoniikleotidi icerir ( sadece hexamer
yapida thymidine niikleotidi) veya bir spesifik primerdir.dT messenger RNA’ nin poli A
kuyruguna baglanir ( 5’ ucunda). dT hexameri tim RNA c¢esitlerinde bulunmakla birlikte
dezavantaji 25°C de hibridize olmasi ve ortamda RNase inhibitorii bulunmaz ise cabuk
bozunmasidir.

Reverse transcription ve PCR amplifikasyonu bir veya iki asamada uygulanabilir. Ayr1 ayri
iki asama halinde uygulanan RT-PCR daha hassas; tek asamali ise daha az kontaminasyon
riski tasir ¢linkii tlip transkripsiyondan sonra ag¢ilmamaktadir).Hangi yontemin
kullanilacaginin belirlenmesi bizim hassasiyetmi yoksa kontaminasyondan kagimmakmi
istedigimize baglidir.RT-PCR icin birkag ¢esit reverse transcriptase enzimi vardir.Bir veya
iki asamali reaksiyon secimi ve daha sonraki aplikasyonlara gore enzim karekteristigi
secilir.Bu secimde RNase aktivitesinin olup olmamasi , iyon gerekliligi,dUTP ekleyebilme
yetenegi ve optimum calisma 1s1s1 gibi etmenlerde dnemlidir.

NESTED PCR: Komplex mikrobiyal popiilasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir sekilde
amplifikasyonu klasik PCR yoOntemleriyle bazen miimkiin olmayabilir. Eger
amplifikasyonunu yapmaya c¢alistigimiz fragment uzunlugunda non-spesifik fragment(ler)
amplifiye olmus ise bu bizi yanlis sonuca gotiirebilir.Bundan kaginmak i¢in Nested PCR
yontemleri uygulanir.Bu metod ; klasik PCR’ye farkli primer takimlariyla ikinci bir
amplifikasyon uygulamaktan ibarettir.ilk amplifikasyonda elde edilen iiriin ikinci PCR igin
kalip olarak kullanilir.Kullanilan ikinci primer takimi diziye 6zgiidiir.

KULLANILAN ENZIMLER: Termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde edilen
Tag DNA polymeraz ve modifikasyonlar1 neredeyse tim DNA amplifikasyonlarinda
kullanilir. Diger DNA polimerazlar da birbirlerinden niikleotid ekleme hizlari, yarilanma
Omiirleri, 1s1 tolerans farkliliklari, eksoniikleaz 6zelliklerinin olup olmamasi gibi yonleriyle
ayrilirlar.Hot-start DNA polimeraz enzimleri non-spesifik iiriin olusumunu engellemesi,
yiiksek 1silara dayanabilmesi, diisiik annealing 1silarinda da caligsabilmesi gibi nedenlerle
tercih edilmektedir.

Enzim tipinin se¢imini yapilacak amplifikasyonun kosullart belirler. Bir tek enzim
kullanildig1 gibi kombinasyon da olusturulabilir.
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