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Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infeksiyonunun polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile teshisi
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Ozet: Mycoplasma gallisepticum tavuklarda onemli ekonomik kayiplara neden olarak, vertikal ve horizontal yayilim
gosterir. Bu etkenin teshisi icin pek ¢cok metod kullanilmasina ragmen PCR temelli teshis metodlar ile izolasyona
gerek kalmadan infeksiyon izlenebilir, yiiksek duyarlilikta hizli sonug alinabilir. Incelenen 26 kiimesin 14 (%53,8)
M.gallisepticum yoniinden pozitif bulundu. Materyal orijini dikkate alindiginda 14 broyler kiimesten alinan trachea 6r-
neklerinin 28 adetinden pozitif sonug alinirken bu kiimeslere ait tracheal svab orneklerinden sadece 5 (%19,2) kiimese
ait olanlarda M.gallisepticum spesifik DNA varlig1 saptandi. Bu bulgu 6zellikle 6rnekleme asamasinda mikoplazma in-
feksiyonu siipheli kiimeslerden hem trachea hem de svab 6rneklerinin alinmasinin yararl oldugunu gosterdi. Bu sonug-
lar PCR metodunun kullanilmast ile M.gallisepticum infeksiyonlarinin daha kisa siirede ve daha spesifik olarak teshis
edilebilecegini ve trachea drneklerinin tracheal svab drneklerine gore daha fazla pozitiflik sagladigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Mycoplasma gallisepticum, PCR, Tavuk.

Diagnosis of Mycoplasma gallisepticum infection in chickens by polymerase chain reaction
(PCR)

Summary: Mycoplasma gallisepticum causes important economic losses and it spreads vertically and horizontally in
chickens. Although a lot of methods are used for detection of this bacterium, agents can be obtained and sensitive and
rapid result can be achieved by PCR based diagnosis method regardless of isolation. In this study, trachea and tracheal
swab samples collected from various broiler flocks were evaluated. 14 of 26 investigated flocks (%53,8) were found to
be M.gallisepticum positive. 28 of all trachea samples from 14 flocks and tracheal swabs which were taken 5 (%19,2)
flocks considered to be positive. This result showed that M.gallisepticum infections can be diagnosed rapidly and more
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specifically and more positive results can be achieved in tracheal organ samples than tracheal swabs.
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Giris

Mycoplasma gallisepticum tavuklarda solunum sis-
temi infeksiyonu ile seyreden klinik bulgularin ya-
ninda, broylerde karkas agirliginin diismesine, yu-
murtact hayvanlarda yumurta veriminin azalmasina
neden olan, gen¢ hayvanlarda hareket ve canliligin
kaybolmasi, artritis, tenosynovitis ile seyreden bir
infeksiyondur (6, 11, 12).

Hayvanlarda konjuktivitis, 0ksiiriik, sinuslarda
sisme, burun akintisi, gdzyasi akimtist gibi klinik
bulgular ile seyreder. Infeksiyon yumurta yolu ile
vertikal bulagma gostermesinin yaninda, hayvanlar
arasinda temas yolu ile lateral bulasma da meydana
gelir. Newcastle, Infeksiyoz Bronsitis gibi viral in-

feksiyonlar ya da E.coli gibi bakteriyel infeksiyon-
lar ile komplike oldugunda klinik bulgular agirlasir.
Nekropside burun, trachea ve akcigerlerde mukus
birikimi, hava keselerinde matlasma, kalinlasma
goriiliir. Deneysel infeksiyonlarda 6-21 giin siiren
bir inkiibasyon siiresi bulunurken, dogal infeksi-
yonlarda hayvanin immun sistemi iyi ise hayvanlar
herhangi bir stresle karsilasincaya kadar asempto-
matik tasiyici olarak kalirlar (2, 4-6, 12).

Infeksiyonun teshisi icin kiiltiir ve seroloji
yontemlerinin yaninda PCR temelli metodlar da
kullanilmaktadir. Ozellikle infeksiyonun vertikal
yolla bulagmasi1 bu etkenin erken dénemde teshisini
gerektirir. Bu amagla kullanilan kiiltlir ve serolojik
metodlarda problemler goriilebilmektedir. Etke-
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nin kiiltiire edilmesi asamasinda kiiltiir metodunun
uzun siirmesi ayn1 zamanda kontaminasyon riskinin
bulunmasi, serolojik testlerde ise hatali negatif ya
da pozitif sonuglarin alinmasi, kros reaksiyonlarin
olmas1 infeksiyonun teshisi asamasinda PCR taban-
l1 teshis metodlarini daha kullanisli hale getirmekte-
dir. (1, 5, 8, 13, 15).

PCR temelli teshis metodlarinin kullanimi ile
etken izolasyonuna gerek kalmadan etkenin izlen-
mesi, yiiksek duyarlilik ve hizli teshis ile sonucun
alinmasi saglanir. Kanatl endiistrisinde avian pato-
jenik mikoplazmalarin birden fazla tiirde olmalar
ve bazi durumlarda miks infeksiyon olusturmalar
PCR amplifikasyonu gibi yontemlerin uygulanma-
si1 onemli hale getirir (9, 11, 16).

Hastaligin teshisi i¢in infeksiyonun goriildigi
hayvanlardan doku ve organlar alinirken, solunum
yolu eksudatlarindan da svab oOrneklemesi yapil-
maktadir. Ornekler canli hayvanlardan alinabilecegi
gibi yeni 6lmiis hayvanlardan ya da oldiikten son-
ra hemen dondurulmus hayvanlardan alinmaktadir.
Farinks, kloaka, trachea, sinus ve 6zefagusdan svab
orneklemeleri yapilabilir (5, 12, 15, 18).

PCR i¢in en sik kullanilan 6rnekleme metodu
ise tracheal svab 6rneklemesidir. Bunun i¢in 6rnek-
ler alindiktan sonra buzdolabinda saklanarak DNA
lizisi engellenmelidir (16).

Bu calismada broyler kiimeslerden alinan tra-
chea ve tracheal svap drneklerinde PCR metodu ile
M.gallisepticum varlig1 arastirildi.

Materyal ve Metot

Bu calismada Bolu-Adapazari illerindeki kesim
asamasina (40-45 giinliik) gelmis solunum sistemi
problemi olan 26 adet broyler kiimesinden 52 trac-
hea 6rnegi ve 141 adet transport mediumsuz trache-
al svab ornegi alindi. Kiimesten alinan iki adet trac-
heal 6rnegi bir materyal olarak degerlendirildi. Aynmi
sekilde her kiimesten alinan tracheal svab ornekleri
de birlestirilerek incelendi. Materyaller, OIE’nin
M.gallisepticum i¢in hazirladigt DNA esktraksiyon
metodu ve PCR protokoliine gore incelendi (14).
Kontrol susu olarak Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Ko-
leksiyonundan saglanan M.gallisepticum susu kul-
lanildi. PCR iglemi sonucunda 185 bp biiyiikligiin-
de bandlarin goriilmesi, materyalde M.gallisepticum
varligim gosterdi.

Bulgular

Calisma kapsaminda alinan 26 kiimesin trachea
orneklerinden 14 (%53.8) kiimese ait olan mater-
yallerde spesifik bandlar saptanirken (Sekil 1), tra-
cheal svab orneklerinde ise yalnizeca 5 (%19.2) kii-
mese ait materyallerde M.gallisepticum yOniinden
pozitiflik bulundu (Sekil 2). Bu bulgu, tavuklarda
M.gallisepticum infeksiyonlarmin saptanmasinda
tracheal orneklerin svab 6rneklerine gore daha uy-
gun oldugunu gosterdi.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 bp

Sekil.1. Tracheal 6rneklerde M.gallisepticum arastiril-
masinda PCR iglemi sonucunda jel elektroforezde 6rnek
goriintii M: Marker (100 bp Fermentase), 1: Pozitif Kon-
trol, 2: Negatif Kontrol, 3-10: Trachea Ornekleri.

M 1 2 3 - 5 6 17 B 10

500 bp

Sekil.2. Tracheal svab orneklerinde M.gallisepticum
arastirllmasinda PCR iglemi sonucunda jel elektrofo-
rezde o6rnek goriintii M: Marker (100 bp Fermentase) 1:
Pozitif Kontrol, 2: Negatif Kontrol, 3-10: Tracheal Svab
Ornekleri.

Tartisma ve Sonug¢

Mikoplazma infeksiyonlar1 kanatl hayvanlarda ve-
rim disiikliigiiniin yaninda vertikal yolla bulagma
gostermesi nedeniyle eradikasyon gerektiren bir
problemdir. Bu infeksiyonun en kisa siirede tespit
edilmesi siirii bazinda yetistiriciligin yapildig: ta-
vukguluk sektoriinde olduk¢a 6nemlidir. Bu amag-
la kiiltiir ve serolojik taramalarin uzun siire alma-
s1, serolojik taramalarda hatali sonuglarin alinmasi
gibi problemleri ortadan kaldirmak ve kisa siirede
daha spesifik sonuglarin alinmasini saglamak ama-
ciyla PCR tabanli teshis metodlar1 kullanilmaktadir.
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M.gallisepticum infeksiyonunun teshisinde PCR
metodunu kullanarak yapilan g¢alismalarda farkli
bulgular elde edilmistir.

Urdiin’de Gharaibeh ve Roussan tarafindan ya-
pilan ¢aligmada, arastiricilar, 76 ticari broyler kiime-
sden yapilan 6rneklemede 24 adet M.gallisepticum
izolat1 elde etmislerdir (9).

Roussan ve ark. (17), 115 kiimes de yaptiklari
MG taramasinda PCR ile 25 kiimesde infeksiyon
belirlemislerdir. Benbahan ve ark. (4), ise PCR tek-
niginin kullanarak 100 trachea 6rnegini MG yoniin-
den degerlendirmisler ve 55 adet drnekte pozitiflik
saptamislardir. Buim ve ark. (5), 33 ticari kanath
ciftliginden topladiklar1 1046 ornekte Multiplex
PCR metodu ile 21 adet hayvanda M.gallisepticum
icin pozitiflik belirlerken, 36 adet hayvanda
M.gallisepticum F susu bulmuslar, 33 ciftlikten 4
adedinde siirli pozitifligine rastlamiglardir. Evans
ve ark. (7), Mikoplazma infeksiyonunun teshisi i¢in
yaptiklan kiiltiir ve PCR teshis yonteminde kiiltiir
ile 30 ornekte 14 adet pozitiflik bulurken, PCR ile
11 adet pozitiflik belirlemislerdir. Bagcigil (3), 96
adet tavukta M.gallisepticum igin yaptig1 PCR tes-
hisinde 47 adet hayvana ait trachea 6rneginde etke-
ne spesifik DNA bildirmis, etkenin kiiltiire edilme-
sinin uzun zaman almasi nedeniyle PCR metodunun
kisa siirede ve spesifik sonu¢ vermesi bakimindan
giivenilir oldugunu belirtmistir. Bu sonu¢ da PCR
temelli molekiiler tekniklerin MG siipheli kiimes-
lerde hizli ve kullanish bir teshis metodu oldugunu
gostermektedir.

Levisohn ve Kleven (14), 6zellikle antibiyotik
kullanim durumlarinda kiiltiir ile tespit edilemeyen
etkenlerin molekiiler teshis metodlar ile kolaylikla
saptanabilecegini belirlemislerdir. Ayrica arastirici-
lar molekiiler metodlarin 6zellikle kontaminasyon
ya da sekonder bakteriyel infeksiyonlarin varligin-
da degerinin daha fazla arttigin1 da bildirmislerdir.
Kahya ve ark. (10), yaptiklari realtime PCR islemin-
de ise 646 tracheal svap 6rneginde 73 adet pozitiflik
saptamiglar ve bu metodun tavuk kiimeslerindeki
MG infeksiyonlariin teshisinde kullanilabilirligini
bildirmislerdir.

Bu ¢alismada da 26 kiimesten alinan toplam 52
trachea orneginde 14 (%53,8) kiimese ait pozitiflik
bulunurken, 141 tracheal svab 6rneginde 5 (%19,2)
kiimese ait 6rneklerde pozitiflik bulundu. Bu bulgu-
lar aragtiricilarin molekiiler bulgular ile paralellik
gostermektedir.

Svap orneklemesi i¢in Zain ve ark. (18), tara-
findan yapilan ¢alismada kuru ve 1slak svablar ile
tracheal Ornekleme yapilarak, M.gallisepticum’a
PCR ile bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore
1islak svablarla yapilan 6rneklemelerde pozitif bu-
lunan 6rnek sayisi, kuru svablarla yapilan 6rnek-
lemelerdeki pozitiflikten daha fazla bulunmustur.
M.gallisepticum’un kuru svablarda hayatta kalma
siiresinin oda 1s1sinda veya +4°C’de 24 saatten daha
kisa oldugu, 1slak svablarda ise bu siirenin en az 24
saat oldugu belirlenmistir.

Levisohn ve Kleven (14), ise trachea drnekle-
mesinin M.gallisepticum’un teshisinde diger organ-
lara gore daha sik tercih edilen 6rnekleme olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar 6zellikle infeksiyonun
akut fazinda M.gallisepticum’un en yiiksek seviye-
de oldugunu, humoral veya lokal bagisiklik durum-
larinda da infeksiyonun persiste halde tracheada be-
lirlenebildigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada yapilan 6rneklemede ise trachea
ile tracheal svab Orneklemeleri karsilastirilmis ve
trachea orneklerindeki pozitifligin daha fazla ol-
dugu gortilmiistiir. Bu bulgu trachea orneklerinin
M.gallisepticum’un teshisinde uygun bir materyal
oldugu bulgular1 ile uyumludur.

Sonug olarak yapilan degerlendirmelerde, PCR
metodunun kullanilmasi ile M.gallisepticum infek-
siyonlarinin daha kisa siirede ve daha spesifik olarak
teshis edilebilecegini, tavuklarda M.gallisepticum
infeksiyonlarimin PCR ile teshisinde tracheal 6rnek-
lerin tracheal svab 6rneklerine gore daha uygun bir
materyal oldugu belirlendi.
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