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Özet

Kesler K, Güler L, Orhan G. Yumurtacı tavuk işletmelerinde 
Mycoplasma gallisepticum enfeksiyonunun çabuk serum 
aglütinasyon, kültür ve polimeraz zincir reaksiyonu yöntemleriyle 
araştırılması. Eurasian J Vet Sci, 2013, 29, 2, 76-81  

Amaç: Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum (MG)’un neden oldu-
ğu kronik solunum yolu hastalığı (CRD) et ve yumurta verimi düşük-
lüğü nedeniyle önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Bu ça-
lışmada, yumurtacı tavuklarda MG enfeksiyonu çabuk serum aglüti-
nasyon  (ÇSA), kültür ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntem-
leri ile araştırıldı. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmada, 24 haftalıktan büyük 15 ticari yumur-
tacı işletmede, her birinden 25 adet olmak üzere 375 kan serumu se-
rolojik teşhis için ÇSA ile 73 tavuğun trakea (nekropsi öncesi ve son-
rası), hava kesesi ve akciğerlerinden alınan toplam 292 svab örneği 
MG izolasyonu yönünden ve aynı svab örneklerinin inkübasyon son-
rası sıvı kültürleri ile tavuklardan canlı iken alınan 73 trake svab ör-
neği doğrudan PCR ile test edildi.

Bulgular: İşletmelerin 13 (%86.6)’ünde kan serumlarında %12-100 
arasında pozitiflik tespit edilirken 2 (%13.3)’sine ait serumlar ÇSA 
ile negatif bulundu. Svab örneklerinin kültürü sonucu 3 (%20) iş-
letmede 3 tavuktan MG izole edildi. Sıvı kültürlerinden yapılan PCR 
testinde 7 (%46.6) işletmeye ait 9 (9/73) tavukta, canlı hayvanlar-
dan alınan 73 trakeal svabdan 2 (%13.3) işletmeye ait 2 tavukta MG 
spesifik DNA’sı tespit edildi. İşletmelerin çoğu serolojik olarak pozi-
tif bulunurken izolasyon ve PCR ile etken tespit oranının düşük ol-
ması, klinik bulgularla birlikte değerlendirildiğinde bu işletmelerde 
kronik bir enfeksiyona işaret etmektedir.

Öneri: Tavuklarda MG enfeksiyonunun teşhisi için serolojik testle-
rin tek başına yeterli olmadığı, geçirilmiş bir enfeksiyona ait antikor-
ların kan serumunda uzun süre bulunmasından dolayı ticari işlet-
melerde geçirilmekte olan bir hastalık probleminin tespiti ve teda-
vi kararı için serolojik bulguların PCR ve/veya kültür ile doğrulan-
ması uygun olacaktır.

Anahtar kelimeler: Tavuk, Mycoplasma gallisepticum, izolasyon, 
ÇSA, PCR

Abstract

Kesler K, Guler L, Orhan G. Investigation of Mycoplasma 
gallisepticum infection in layer flocks by rapid serum agglutination, 
culture and polymerase chain reaction methods. Eurasian J Vet Sci, 
2013, 29, 2, 76-81 

Aim: Chronic respiratory disease of chickens caused by Mycoplasma 
gallisepticum (MG) causes significant economic losses to poultry 
industry due to decreased meat and egg production. In this study 
MG infection in layer flocks was investigated by rapid serum 
agglutination (RSA), culture and polymerase chain reaction (PCR) 
methods.

Materials and Methods: A total of 375 chicken sera from 15 
commercial layer flocks older than 24 weeks, 25 sera per flocks, 
were tested by RSA. Tracheal (before and after necropsy), air sac and 
lung swabs of 292 samples collected from 73 chickens were tested 
for MG isolation. Culture broths of 292 samples and 73 tracheal 
swabs directly from live chickens were tested by PCR.

Results: In 13 (86.6%) of 15 flocks a seropositivity rate between 12 
to 100% was detected by RSA while all sera from 2 (13.3%) of flocks 
were found negative. MG was isolated from 3 of 73 chickens belong 
to 3 (20%) flocks. In 292 culture broths, 9 of 73 chickens from 7 
(46.6%) flocks and in 2 of 73 tracheal swabs of live chickens from 2 
(13.3%) flocks were PCR positive. Although serology was positive in 
majority of flocks, detection rate of microorganism or DNA was low. 
When evaluated with clinical findings the results indicate a presence 
of chronic infection in these flocks.

Conclusion: In the diagnosis of MG infection of chickens, serological 
tests are not sufficient alone because antibodies remain for a long 
time after infection. Therefore, for the diagnosis of clinical infection 
and therapy decisions in commercial flocks, serological findings in 
the flock should be supported by PCR and/or culture. 
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Giriş

Tavuklarda et ve yumurta verimi düşüklüğüne neden olan kronik 
solunum sistemi hastalığı (CRD) ülkemizde kanatlıların önemli 
hastalıklarından biridir. Büyük kapasiteli işletmelerin ve parent 
stok yetiştiren modern damızlık işletmelerin sayısının giderek 
artması nedeniyle hastalığın kanatlı yetiştiriciliğinde neden 
olduğu ekonomik kayıplar daha da artmaktadır. Ülkemizde en-
demik olarak görülen bu enfeksiyondan damızlık işletmelerin 
ari olması gerekmekte olup Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı 
tarafından bir kontrol programı uygulanmaktadır (Anonim 
2007). 

Hastalık etkeni Mycoplasma gallicepticum (MG) Mollicutes 
sınıfında Mycoplasmataceae familyasında yer almaktadır ve 
kanatlılarda hastalık yapan en önemli patojenik mikoplazma 
olarak kabul edilmektedir (OIE 2008). Tavuklarda enfeksiyon 
yakın temas sonucunda horizontal veya enfekte yumurtalarla 
vertikal olarak bulaşmaktadır, ancak insanlar ve ekipman-
lar vasıtasıyla dolaylı bulaşma da olabilmektedir (İzgür 1983, 
Kleven 1998). MG enfeksiyonunda klinik belirtiler diğer fak-
törlere de bağlı olarak akut solunum sistemi hastalığı belirtile-
rinin görüldüğü klinik formdan subklinik forma kadar değişiklik 
gösterebilir. Gençler daha fazla etkilenmekte olup trakeal sesler, 
burun akıntısı ve öksürük gibi karakteristik bulgular özellikle 
genç hayvanlarda görülmektedir  (Esendal 2002, OIE 2008). 
Kronik ve asemptomatik enfeksiyonlar daha yaygındır ve üre-
tim kayıpları nedeniyle daha büyük önem taşır (Nascimento 
2005). Yumurtacı kümeslerde yumurta verimi düşer ve genel-
likle düşük düzeyde devam eder. Ancak hayvanlar genç yaşta en-
feksiyonu geçirmişlerse kümeslerde açık klinik belirtiler görül-
meksizin enfeksiyona ilişkin sadece serolojik pozitiflik bulunur. 
Broyler kümeslerde vakalar daha çok 4-8 haftalık iken görülür. 
Birlikte görülen diğer enfeksiyonlar ve çevresel faktörlere bağlı 
olarak yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden ağır vakalar 
görülebilir (Ley 2003).

MG enfeksiyonunun doğal şartlarda çoğunlukla diğer enfeksi-
yonlarla komplike olduğu bildirilmektedir. Newcastle, enfeksiyöz 
bronşitis, kolibasillozis gibi sekonder viral ve bakteriyel enfeksi-
yonlar, ayrıca kümes şartlarının kötülüğü, ani hava değişiklikleri, 
aşılamalar ve diğer stres oluşturan durumlar hastalığın şiddetini 
artırmaktadır (Güler 1995, Ley 2003, OIE 2008)

MG enfeksiyonunun teşhisinde bakteriyolojik izolasyon ve 
identifikasyon, serolojik testler ve moleküler teşhis yöntemleri 
kullanılmaktadır. Her bir yöntemin bazı avantaj ve dezavantajları 
vardır. MG’u üretmek için kompleks, zenginleştirilmiş besi-
yerlerine gerek vardır (Jordan 1983). Tüm besiyerleri temel 

olarak bir protein infüzyon besiyerine %10–15 at veya domuz 
serumu, maya faktörleri, glukoz, arginin ve bakteriyel inhibitörl-
erin ilavesiyle hazırlanmaktadır (İzgür 1983, Erdağ ve Türkaslan 
1988, Türkaslan ve Salihoğlu 1989). 

Serolojik testlerden genel olarak sürü taramalarında yararlanıl-
makta olup aynı zamanda klinik örneklerin laboratuvar teşhi-
si amacıyla da kullanılmaktadır. En yaygın kullanılan testler ça-
buk serum aglünitasyon testi (ÇSA), hemaglutinasyon inhibisyon 
(HI) ve ELISA testleridir (OIE 2008). Enfekte hayvanlar ÇSA ile 
enfeksiyondan en erken 7-10 gün sonra pozitif olabilir. ÇSA ko-
lay, ucuz, sensitif ve kısa sürede çok sayıda örneğin test edilebil-
mesine olanak tanıması nedeniyle tarama testi amacıyla yaygın 
olarak kullanılmaktadır (Ley 2003). Ancak ÇSA pozitif reaktörle-
rin diğer serolojik testler ve kültür ile doğrulanması gerekmek-
tedir. ÇSA testinin en önemli dezavantajı spesifitesinin düşük ol-
masıdır (yanlış pozitif reaksiyonlar). Bunların bir kısmı antije-
nin üretildiği besiyerlerinden kaynaklanmaktadır. Hayvanlara 
diğer enfeksiyonlara karşı uygulanan inaktif aşılar ve MG’un di-
ğer mikoplazma etkenleri ve bakterilerle kros reaksiyonlara ne-
den olabilecek ortak antijenik epitoplara sahip olması da bu test 
ile yanlış pozitif reaksiyonlara neden olmaktadır (Yoder 1989, 
Kleven ve Levisohn 1996). HI testi ÇSA ve ELISA’dan daha spesi-
fik fakat daha az duyarlıdır. Enfekte hayvanlar bu test ile ancak 3 
hafta ve daha sonra pozitif reaksiyon verebilir. Ayrıca MG suşla-
rı arasında HI ile tespit edilen antijenik variyasyonlar mevcuttur. 
ELISA ile pozitiflik ÇSA test aktivitesinden hemen sonra (enfek-
siyondan yaklaşık 2 hafta sonra) gelişmekte olup ticari test kit-
leri bulunmaktadır. ELISA ile de nonspesifik pozitif reaksiyon-
lar görülebilmektedir (Kleven ve Levisohn 1996). Aynı veya fark-
lı serolojik testler arasındaki uyumsuzluğun bir diğer nedeni de 
MG suşları arasında görülebilen genotipik veya fenotipik fark-
lardır (Khan ve ark 1987, Fan ve ark 1995, Kleven ve Levisohn 
1996, Nascimento ve ark 2005).

Enfeksiyonun kesin teşhisi için kültür yöntemi kullanılmaktadır. 
Kültür ile pozitif sonuçlar genelde 4–7 gün arasında alınması-
na rağmen kesin negatif sonuçlar için daha uzun süre beklenil-
mesi gerekmektedir (Kleven ve Levisohn 1996). Mikoplazmala-
rın kültürünün zaman alıcı olmasının yanı sıra, özel besiyerleri-
ne ihtiyaç olması, sıklıkla çabuk üreyen ve patojen olmayan mi-
koplazmalar ve diğer bakterilerle kontaminasyonların etkenin 
üremesini baskılaması, antibiyotik kullanımı ve örneklerin labo-
ratuvara uygun şartlarda ve süre içinde getirilmemesi gibi ne-
denlerle mikroorganizmaların canlılığını yitirmesi gibi problem-
ler bu yöntemin dezavantajları olarak belirtilebilir (Türkaslan ve 
Salihoğlu 1989, Ülgen 1991, Kleven ve Levisohn 1996, Pang ve 
ark 2002). 

Tablo 1. Kültür ve PCR yöntemleri ile incelenen örnekler ve M. gallisepticum’un tespit edilme oranları.

Örnek alınan 
Organlar

Trakeal svab
(Canlı tavuklardan) 
Trakeal svab 
(Nekropsi sonrası)
Akciğer
Hava kesesi
Toplam

Örnek sayısı
73

73

73
73

292

Pozitif sayısı
1 

1
 
-
1 

3 (%1)

Kültür

Örnek sayısı
73

-

-
-

73

Pozitif sayısı
2 
  
-

-
-

2 (%2.73)

PCR
direkt svabdan

Örnek sayısı
73

73

73
73

292

Pozitif sayısı
2  

5  

1  
1  

9 (%3)

PCR
sıvı kültür besiyerinden
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Serolojik testler ve kültür yöntemlerinin belirtilen dezavantajla-
rı nedeniyle daha çabuk, güvenilir ve ekonomik teşhis yöntem-
lerine duyulan ihtiyaç sonucu DNA tespitine dayanan PCR yön-
temleri kullanılmaya başlamıştır. (Slavik ve ark 1993, Salisch ve 
ark 1998, Moalic 2002).  Aynı zamanda birden fazla türün aynı 
anda tespit edildiği multipleks PCR (Garcia ve ark 1995, Wang 
ve ark 1997) yöntemleri ve son yıllarda daha duyarlı ve kısa sü-
rede sonuç veren real time PCR (Callison ve ark 2006, Raviv ve 
ark 2008) yöntemleri uygulanmaktadır. Ülkemizde de son yıllar-
da MG’un teşhisinde PCR (Bağcıgil 2002, Cengiz ve ark 2011, Yıl-
maz ve ark 2011) ve real time PCR (Çarlı ve Eyigör 2003, Kahya 
ve ark 2010, Tuzcu ve ark 2012) yöntemlerinin uygulandığı ça-
lışmalar yapılmıştır.

MG enfeksiyonu kanatlı endüstrisinde ekonomik etkileri bakı-
mından önemli olup enfeksiyondan korunma ve kontrol prog-
ramları biyogüvenlik ve sürveyansa (seroloji, kültür, moleküler 
yöntemlerle) dayanmakta, damızlık işletmelerde eradikasyon 
uygulanmaktadır. Ticari işletmelerde enfeksiyonun kesin teşhi-
si yapılmadan gereksiz ilaç kullanımı hem ekonomik kayıplara 
hem de kalıntı sorunlarına neden olmaktadır. Kontrol ve eradi-
kasyon programlarının başarısı enfeksiyonun doğru ve zamanın-
da teşhisine dayanır.

Bu çalışmada belirgin klinik belirtiler görülmeyen yumurtacı kü-
meslerde MG enfeksiyonunun klasik seroloji ve kültür yöntemle-
rinin yanı sıra PCR yöntemi ile tespiti ve yöntemin rutin teşhiste 
kullanılabilirliği araştırıldı.

Gereç ve Yöntem

Organ ve svab örnekleri

Örnekler solunum sistemi problemleri nedeniyle daha önce 
Konya Veteriner Kontrol Enstitüsüne getirilen kan serumlarında 
serolojik olarak pozitiflik tespit edilmiş, 24-75 haftalık yaşlarda 
olan, 15 ticari yumurtacı işletmeden alındı. İzolasyon ve PCR 
amacıyla 73 adet canlı tavuğun trakesinden canlı iken ve 
hayvanların nekropsisi yapıldıktan sonra trakea, hava kesesi 
ve akciğerlerinden 292 adet svab örneği alındı (Tablo 1). Canlı 
hayvanlarda steril svablarla larinksten girilerek trakeadan svab 
alımını müteakip nekropsi sonrası tüm trake boyunca kuvvetle 
sürülerek tekrar bir trakeal svab ve daha sonra sırasıyla hava ke-
sesi ve akciğerlerden svab örnekleri alındı.

Kan serumu

Her bir işletmede rastgele seçilen 25 tavuktan olmak üzere 15 
işletmeden toplam 375 kan serumu örneği alındı. Kan örnekleri 
tavukların vena ulnaris’lerinden alınarak serumları ayrıldıktan 
sonra aynı gün veya buzdolabında bekletildi ve en geç 72 saat 
içinde ile test edildi.

İzolasyon çalışmaları

Hayvanların trake, hava kesesi, akciğerlerinden steril svablarla 
alınan örneklerden Modified Hayflick sıvı ve katı besiyerlerine 
ekimler yapıldı.  Katı besiyerleri nemli ve %5 CO2’li ortamda 37 
0C’de inkübe edildi. Katı besiyerleri mikoplazma kolonilerinin 

Tablo 2. Kümes bazında test edilen tavukların serolojik, kültür ve PCR bulguları.

İşletme No

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

Toplam

Örnek sayısı Negatif

Kan serumu
RSA testi

Pozitif
Test edilen
tavuk sayısı İzole edilen

Kültür
 (292 svab)

PCR
(73 direkt 

svab)

Tespit edilen

PCR
(292 kültür 
buyyonu)

Tespit edilen
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

375

17
18
22
21
25
25
20
18
21
15
-
-

10
18
5

222
(%59.2)

8
7
3
4
-
-
5
7
4

10
25
25
15
7

20
153

(%40.8)

5
5
3
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

73

1

1
1

3
(%4.1)

1

1
2

 (%2.7)

1 (Tr)
1 (Hk)

1 (Tr)

1 (Akc)
2 (Tr)
1 (Tr)
1 (Tr)

1 (Tr)
9 

(12.3)

Tr: Trake, Hk: Hava kesesi, Akc: Akciğer.
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görünümü, sıvı besiyerleri de renk değişimi bakımından her gün 
kontrol edilerek renk değişimi görülen sıvı besiyerinden katı be-
siyerine pasajlar yapıldı. Bu şekilde 3 kez pasaj yapıldıktan son-
ra üreme görülmeyen materyaller negatif olarak değerlendiril-
di (Jordan 1983). 

İdentifikasyon çalışmaları

Üreyen mikoplazma koloniler digitonine duyarlılık, glikoz fer-
mentasyonu, arginin hidrolizi, tetrazolium redüksiyonu, film ve 
spot oluşumu, üreme inhibisyon testleri ile identifiye edildiler 
(Türkaslan ve Salihoğlu 1989). Agar besiyerinde üreyen mycop-
lasma kolonileri PCR ile de doğrulandı.

Çabuk serum aglutinasyon (ÇSA) testi

Beyaz renkli temiz bir seramik üzerinde 20 µL şüpheli serum ile 
eşit miktarda MG ÇSA test antijeni (Nobilis, Intervet Internatio-
nal B.V., Hollanda) karıştırılarak yaklaşık 1.5 cm çapında daire-
sel bir alana yayılıp rotasyon hareketi yaptırılarak 2 dk içerisin-
de oluşan reaksiyon değerlendirildi (OIE 2008).

DNA ekstraksiyonu  

DNA ekstraksiyonu amacıyla svab örnekleri içerisinde 1 mL PBS 
bulunan tüplere alındı, çalkalayıcıda iyice karıştırıldıktan son-
ra svablar atıldı. Svab sıvıları ve renk değişimi görülen sıvı kül-
tür besiyerleri 1.5 mL steril tüpler içerisine alındı. Süspansiyon 
14.000 g de 4 0C’de 30 dk santrifüj edildi. Üst sıvı dikkatlice alı-
narak atıldı ve pelet 25 μL ultra saf su ile süspanse edildi. Tüpler 
10 dk kaynatıldıktan sonra 10 dk buz üzerinde bekletildi. Daha 
sonra 14.000 g de 5 dk santrifüj edilerek, DNA’nın bulunduğu üst 
sıvı alındı (Lauerman 1998). 

PCR testi

Test 50 µL hacimde gerçekleştirildi. Reaksiyon karışımı 
10хBuffer (Promega), 2 mM MgCl2,  her bir deoxynucleoside 
triphosphate’dan 200 μM, her bir primerden 0.2 µM,  1.25 U Taq 
polymerase (Promega) ve 5 µL template içermektedir. MJ Re-
search Thermal Cycler da  94 0C’de 30 sn, 55 0C’de 30 sn ve 72 
0C’de 60 sn den oluşan 25 devir uygulandı. Örneklerin analizi 
için PCR ürünleri %1.5 agarose jelde elektroforeze tabi tutula-
rak ethidium bromide (Sigma) ile boyandı, UV transilluminatör-
de görüntülendi. Oluşan bandların büyüklükleri standart 100 bp 
DNA marker (Promega) ile karşılaştırılarak değerlendirildi. Po-
zitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma Ens-
titüsünden sağlanan M. gallisepticum S6 suşu kullanıldı. Pozitif 
kontrol olarak kullanılan S6 suşu 185 bp bant oluşturdu. Çalışı-
lan örnekler buna göre değerlendirildi.

Primerler (Lauerman 1998):
MG-14F: 5’-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-
GTT-GGT-C-3’
MG-13R: 5’-GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-
AC-3’

Bulgular 

Serolojik olarak 15 işletmenin 13 
(%86.6)’ünde pozitiflik tespit edilirken 
2 (%13.3)’sinde serumların tümü nega-
tif bulundu. Seropozitif bulunan işlet-
melerin 2’sinde serumların tümü pozi-
tif, 11’inde ise %12-80 oranlarında pozi-
tiflik tespit edildi. Toplam 375 serumun 

153 (%40.8)’ü pozitif ve 222 (%59.2)’si ise negatif olarak be-
lirlendi (Tablo 2). Onbeş işletmenin 3 (%20)’ünde birer tavuk-
tan 3 MG izole edilirken 12 (%80) işletmede izolasyon yapılma-
dı (Tablo 1). Canlı hayvanlardan alınan 73 trakeal svab örneğin-
den doğrudan yapılan PCR ile 2 işletmeye ait 2 (%2.73) tavukta 
MG DNA’sı tespit edildi. Sıvı besiyerinde inkübasyon sonrasında 
PCR ile 7 (%46.6) işletmeye ait 9 (%12.3) tavukta MG DNA’sı tes-
pit edildi. Bu işletmelerin birinde (No:6) seroloji ve bakteri izo-
lasyonu negatif olmasına rağmen PCR pozitif bulundu (Tablo 2). 
Sıvı kültürlerinden yapılan PCR sonucunda tespit edilen pozitif 
örneklerin 1 (%11.1)’i akciğer svabı, 1 (%11.1)’i hava kesesi sva-
bı ve diğer 7 (%77.7)’si nekropsiden sonra alınan trakea örnek-
leridir. Kümes bazında ÇSA ile yapılan seroloji sonuçlarına göre 
kültür ve PCR sonuçları değerlendirildiğinde kültürün sensitivi-
te ve spesifitesi %23 ve %100, PCR’ın sensitivite ve spesifitesi, 
%46 ve %50 olarak hesaplandı (Tablo 3). 

Tartışma

Konya Veteriner Kontrol Enstitüsü Kanatlı Hastalıkları Teşhis 
Laboratuvarının geriye dönük olarak yıllık serolojik teşhis ra-
kamları incelendiğinde CRD şüphesiyle test edilen serum örnek-
lerinin en yüksek sayıyla ilk sırada yer aldığı belirtilmektedir. 
Enstitü’de Güler (1995) tarafından yapılan çalışmada, 40 işlet-
menin 12 (%30)’sinde 126 tavuğun 19 (%15.07)’unda MG izo-
lasyonu ve MG’dan daha yüksek oranda, %19.4 M. gallinarum 
izolasyonu yapılmış ve çalışmada, daha çabuk üreyen solunum 
sistemi florasında bulunan veya örnek alımı sırasındaki olası 
kontaminant bakterilerin ve patojenik olmayan bir mikoplazma 
türü olan M. gallinarum’un MG’un izolasyon ve identifikasyonu-
nu güçleştirdiği bildirilmiştir. Bu çalışmada da besiyerlerine ka-
tılan antimikrobiyal etkenlere rağmen çoğu durumda çabuk üre-
yen diğer bakterilerin üremesinin engellenemediği görülmüştür. 

MG’un izolasyonunda en önemli problem etkenin identifikasyo-
nu olup, bu amaçla genellikle digitonine duyarlılık, glikoz fer-
mentasyonu, arginin hidrolizi, tetrazolium redüksiyonu, film ve 
spot oluşumu gibi biyokimyasal testler ve MG spesifik antiserum 
ile üreme inhibisyon, direkt veya indirekt floresan antikor ve im-
munoperoksidaz gibi immünolojik yöntemler uygulanmaktadır 
(Jordan 1983, Kleven ve Levisohn 2003). Biyokimyasal yöntem-
ler ve üreme inhibisyon testi için saf kültüre ihtiyaç duyulması-
na rağmen floresan antikor testi ile miks kültürlerden etkenin 
spesifik olarak tespit edilmesi mümkündür. Ancak immünolo-
jik yöntemler için gerekli spesifik antiserumların temini ve uzun 
süre muhafazası sorun teşkil etmektedir. Bu nedenle bu yöntem-
lerin rutin teşhislerde her laboratuvarda uygulanmaları güçtür. 
Klasik kültür ve identifikasyon yöntemlerine alternatif olarak 
PCR yöntemleri geliştirilmiştir. 

Tablo 3. M. gallisepticum enfeksiyonunun kümes bazında tespitinde uygulanan testlerin karşılaştırılması.

Kültür
Pozitif
Negatif

PCR
Pozitif
Negatif

3
10

6
7

0
2

1
1

Seroloji (ÇSA test)
Pozitif               Negatif

3
12

7
8

Toplam
23

46

Sensitivite
(%)

100

50

Spesifite
(%)
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Bu çalışmada yumurtacı işletmelerde MG enfeksiyonun teşhisi 
amacıyla kan serumlarından MG’e karşı oluşan antikorların tes-
piti için ÇSA testi ve kültür gibi klasik yöntemlere ilave olarak 
16S rRNA genine dayanan bir PCR yöntemi uygulandı. Çalışma-
da örnek alınan 15 işletmenin 13 (%86.6)’ünde ÇSA testiyle, 7 iş-
letmede (%46.6) PCR metoduyla, 3 (%20)’ünde de kültür meto-
du ile MG pozitifliği tespit edildi. Örnekler bireysel bazda değer-
lendirildiğinde 73 tavuğun 3 (%4.1)’ünden izolasyon yapılırken, 
sıvı kültür besiyerlerinden yapılan PCR ile 9 (%12.3)’undan, can-
lı tavuklardan alınan trakeal svab örneklerinden doğrudan yapı-
lan PCR ile 2 (%2.73) tavuktan MG DNA’sı tespit edildi. Çalışma-
da serolojik olarak işletmelerin çoğunda pozitiflik tespit edilme-
sine rağmen hem izolasyon hem de PCR ile etken tespiti düşük 
oranda olmuştur. Bu durum örnekler toplandığında işletmelerin 
çoğunda klinik belirti görülmemesi nedeniyle enfeksiyonun ge-
çirilmiş olmasından ve dokularda tespit edilebilir düzeyde mik-
roorganizma bulunmamasından kaynaklanabilir. 

Doğrudan PCR ile 2 tavukta pozitiflik tespit edilirken, sıvı kültür 
besi yerlerinden 9 tavukta pozitiflik tespit edilmiştir. Bu durum 
hastalığın akut döneminin geçirildiği etken miktarının azaldığı 
durumlarda sıvı besiyerinde inkübasyon (zenginleştirme) son-
rası mikroorganizma sayısının artmasına bağlı olabileceği gibi 
bu örnekler nekropsi sonrası alındığı için svabların trakea bo-
yunca iyice sürülerek alınmasına da bağlı olabilir. Çarlı ve Eyigör 
(2003) serolojik olarak pozitif canlı tavuklardan aldıkları trake-
al svab örneklerinin tümünü real time PCR ile negatif bulmaları-
na karşın otopsi sonrası trake’ye iyice sürülerek alınan 28 örne-
ğin 18 (%64.2)’ini pozitif bulmuşlardır. Cengiz ve ark (2011) da 
canlı hayvanlardan alınan svab örneklerine göre nekropsi son-
rası alınan trakea örneklerinde PCR ile daha fazla pozitif sonuç 
elde etmişlerdir. Seroloji ile kültür ve PCR arasındaki uyumsuz 
sonuçların bir diğer nedeni de antibiyotik kullanımıdır. Antibi-
yotik kullanımının oluşturduğu baskı ile ektraselüler ortamda-
ki mikoplazmaların inhibe olduğu, buna karşın bir kısmının int-
raselüler ortamda kalarak immun sistemden kaçtığı ve aynı za-
manda kültür ve PCR ile teşhis edilebilecek düzeyin altına düştü-
ğü bildirilmektedir (Nascimento ve ark 2005). 

Çalışmada etken tespiti en fazla trakeden olmuştur; 3 hayvan-
dan izole edilen MG suşlarının 2’si trakeden, 1’i hava kesesinden; 
PCR ile ise örneklerin 7’si trake, 1’i hava kesesi ve 1’i akciğerden 
tespit edilmiştir. Ülgen (1991) MG’un trakeden %8.3, hava kese-
lerinden %3, akciğerden %0.7 oranlarında izole edildiğini bildir-
mişlerdir. Tuzcu ve ark (2012) real time PCR ile en fazla miktar-
da mikroorganizmanın trakede bulunduğunu göstermişlerdir.

Ülkemizde MG’un PCR ile teşhisi konusunda yapılan diğer ça-
lışmalarda farklı hayvan popülasyonlarında ve/veya farklı PCR 
yöntemleri uygulanarak elde edilen bulguların da değişiklik 
gösterdiği görülmektedir. Bağcıgil (2002) ticari bir PCR test ki-
tini (Idexx) kullanarak 96 adet 2-7 haftalık tavuğa ait trake ör-
neklerinin 46 (%49)’sında MG DNA’sını tespit ederken,  kül-
tür ile 3 (%3.1)’ünde, ÇSA ile de hayvanların %10’nunda po-
zitiflik bulmuştur. Kahya ve ark (2010) 31 damızlık kümesin 
15 (%48.4)’inde serolojik olarak, 5 (%16.1)’inde kültür ile 9 
(%29)’unda real time PCR ile pozitiflik tespit etmişlerdir. Cen-
giz ve ark (2011) bu çalışmada uygulanan DNA ekstraksiyonu 
ve PCR yöntemi ile 40-45 günlük broylerlerde, nekropsi sonra-
sı alınan trakea örneklerinde 26 kümesin 14 (%53.8)’ünde, canlı 
hayvanlardan alınan trakeal svab örneklerinde ise 5 (%19.2) kü-
meste pozitiflik tespit etmişlerdir. Yılmaz ve ark (2011) ÇSA po-
zitif 27 broylerin 4’ünde immunohistokimyasal yöntem ile MG 
antijenlerini tespit etmişler ve bu pozitif örneklerin kültür buy-
yonlarından yapılan PCR ile 4 örnekte MG’u pozitif bulmuşlardır. 
Tuzcu ve ark (2011) broyler civcivlerde real time PCR ile 30 hay-
vanın 22’sinde MG tespit etmişlerdir. 

Genel olarak broylerlerde ve genç hayvanlarda yapılmış olan ça-
lışmalardan farklı olarak bu çalışma belirgin klinik belirtilerin 
görülmediği, 24 haftalığın üzerindeki yumurtlayan tavuklarda 
yapılmıştır. Hastalığın klinik belirtilerinin genç hayvanlarda gö-
rüldüğü dikkate alınırsa, genç hayvanlardan alınan örneklerde 
etken tespit oranı daha yüksek olacaktır. PCR yönteminin başlı-
ca problemleri çeşitli kaynaklardan özellikle daha önce amplifi-
ye edilen nükleik asitlerden kaynaklanan kontaminasyonlar ne-
deniyle oluşan yanlış pozitif sonuçlar ve farklı laboratuvarlarda 
elde edilen sonuçların tekrar üretilebilirliği ve karşılaştırılabi-
lirliği ile ilgilidir (Kemp 1998). Farklı laboratuvarlarda uygula-
nan değişik ektraksiyon yöntemleri, amplifikasyon şartları,  kul-
lanılan primerler, reaksiyon komponentleri, reagent ve kitlerde-
ki farklılıklar uyumsuz sonuçların alınmasına neden olabilir.

Sonuç olarak işletmelerin çoğu serolojik olarak pozitif bulunur-
ken izolasyon ve PCR ile etken tespit oranının düşük olması, kli-
nik bulgularla birlikte değerlendirildiğinde bu işletmelerde kro-
nik bir enfeksiyona işaret etmektedir. Çalışmada bir işletmede 
serolojik olarak MG antikorları ve kültür negatif olmasına rağ-
men bir trakeal svab örneğinden PCR ile MG spesifik DNA tespit 
edilmesi yanlış pozitif bir sonucu göstermektedir. Böyle bir du-
rumda, kümesteki enfeksiyon durumu hakkında karar verirken, 
tek bir test ile kesin yargıya ulaşılamayacağı ve yeteri sayıda ör-
neğin belli aralıklarla yapılacak diğer test sonuçları ile birlikte 
değerlendirilmesi gereği unutulmamalıdır.

Öneriler

Kanatlı endüstrisinde ekonomik önemi bakımından MG enfek-
siyonunun doğru ve çabuk teşhisinin endüstriye katkısı büyük 
olacaktır. Ticari yumurtacı işletmelerde MG enfeksiyonunun 
teşhisinde tek başına ÇSA testinin yeterli olmadığı, tedavi kararı 
ve gereksiz ilaç kullanımlarının önlenmesi için serolojik olarak 
pozitif bulunan işletmelerde enfeksiyon kültür ve/veya PCR ile 
doğrulanmalıdır. PCR yöntemi kültürlerin çabuk ve doğru iden-
tifikasyonunda büyük kolaylık sağlamaktadır.
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