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Mycoplasma  gallisepticum  enfeksiyonunun serum

Amag: Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum (MG)’un neden oldu-
gu kronik solunum yolu hastaligi (CRD) et ve yumurta verimi diisiik-
ligii nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu ¢a-
lismada, yumurtaci tavuklarda MG enfeksiyonu ¢abuk serum agliiti-
nasyon (CSA), kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontem-
leri ile arastirild.

Gereg ve Yontem: Calismada, 24 haftaliktan biiyiik 15 ticari yumur-
taclisletmede, her birinden 25 adet olmak {izere 375 kan serumu se-
rolojik teshis icin CSA ile 73 tavugun trakea (nekropsi 6ncesi ve son-
rasi1), hava kesesi ve akcigerlerinden alinan toplam 292 svab 6rnegi
MG izolasyonu yoniinden ve ayni svab érneklerinin inkiibasyon son-
ras1 swvi kiiltiirleri ile tavuklardan canl iken alinan 73 trake svab 6r-
negi dogrudan PCR ile test edildi.

Bulgular: isletmelerin 13 (%86.6)'inde kan serumlarinda %12-100
arasinda pozitiflik tespit edilirken 2 (%13.3)’sine ait serumlar CSA
ile negatif bulundu. Svab 6rneklerinin kiiltiirii sonucu 3 (%20) is-
letmede 3 tavuktan MG izole edildi. Siv1 kiiltiirlerinden yapilan PCR
testinde 7 (%46.6) isletmeye ait 9 (9/73) tavukta, canl hayvanlar-
dan alinan 73 trakeal svabdan 2 (%13.3) isletmeye ait 2 tavukta MG
spesifik DNA’s1 tespit edildi. Isletmelerin cogu serolojik olarak pozi-
tif bulunurken izolasyon ve PCR ile etken tespit oraninin diisiik ol-
mas}, klinik bulgularla birlikte degerlendirildiginde bu isletmelerde
kronik bir enfeksiyona isaret etmektedir.

Oneri: Tavuklarda MG enfeksiyonunun teshisi icin serolojik testle-
rin tek basina yeterli olmadigi, gecirilmis bir enfeksiyona ait antikor-
larin kan serumunda uzun siire bulunmasindan dolay: ticari islet-
melerde gecirilmekte olan bir hastalik probleminin tespiti ve teda-
vi karari i¢in serolojik bulgularin PCR ve/veya kiiltiir ile dogrulan-
mas1 uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: Tavuk, Mycoplasma gallisepticum, izolasyon,
CSA, 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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Giris

Tavuklarda et ve yumurta verimi disiikliigline neden olan kronik
solunum sistemi hastaligi (CRD) tilkemizde kanatlilarin 6nemli
hastaliklarindan biridir. Biiylik kapasiteli isletmelerin ve parent
stok yetistiren modern damizlik isletmelerin sayisinin giderek
artmasi nedeniyle hastaligin kanath yetistiriciliginde neden
oldugu ekonomik kayiplar daha da artmaktadir. Ulkemizde en-
demik olarak goriilen bu enfeksiyondan damizlik isletmelerin
ari olmasi gerekmekte olup Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1
tarafindan bir Kkontrol programi uygulanmaktadir (Anonim
2007).

Hastalik etkeni Mycoplasma gallicepticum (MG) Mollicutes
sinifinda Mycoplasmataceae familyasinda yer almaktadir ve
kanathlarda hastalik yapan en énemli patojenik mikoplazma
olarak kabul edilmektedir (OIE 2008). Tavuklarda enfeksiyon
yakin temas sonucunda horizontal veya enfekte yumurtalarla
vertikal olarak bulasmaktadi, ancak insanlar ve ekipman-
lar vasitasiyla dolayli bulasma da olabilmektedir (izgiir 1983,
Kleven 1998). MG enfeksiyonunda Klinik belirtiler diger fak-
torlere de bagli olarak akut solunum sistemi hastalig1 belirtile-
rinin goraldiigi klinik formdan subklinik forma kadar degisiklik
gosterebilir. Gengler daha fazla etkilenmekte olup trakeal sesler,
burun akintis1 ve 6ksiiriik gibi karakteristik bulgular 6zellikle
geng¢ hayvanlarda goriilmektedir (Esendal 2002, OIE 2008).
Kronik ve asemptomatik enfeksiyonlar daha yaygindir ve iire-
tim kayiplar1 nedeniyle daha biiyiik 6nem tasir (Nascimento
2005). Yumurtaci kiimeslerde yumurta verimi diiser ve genel-
likle diisiik diizeyde devam eder. Ancak hayvanlar geng yasta en-
feksiyonu gecirmislerse kiimeslerde acik klinik belirtiler goriil-
meksizin enfeksiyona iligkin sadece serolojik pozitiflik bulunur.
Broyler kiimeslerde vakalar daha ¢ok 4-8 haftalik iken goriilir.
Birlikte goriilen diger enfeksiyonlar ve gevresel faktorlere bagh
olarak yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden agir vakalar
goriilebilir (Ley 2003).

MG enfeksiyonunun dogal sartlarda ¢ogunlukla diger enfeksi-
yonlarla komplike oldugu bildirilmektedir. Newcastle, enfeksiyoz
bronsitis, kolibasillozis gibi sekonder viral ve bakteriyel enfeksi-
yonlar, ayrica kiimes sartlarinin kétiligi, ani hava degisiklikleri,
asilamalar ve diger stres olusturan durumlar hastaligin siddetini
artirmaktadir (Giiler 1995, Ley 2003, OIE 2008)

MG enfeksiyonunun teshisinde bakteriyolojik izolasyon ve
identifikasyon, serolojik testler ve molekiiler teshis yontemleri
kullanilmaktadir. Her bir yontemin bazi avantaj ve dezavantajlari
vardi. MG'u iretmek i¢cin kompleks, zenginlestirilmis besi-
yerlerine gerek vardir (Jordan 1983). Tum besiyerleri temel
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olarak bir protein infiizyon besiyerine %10-15 at veya domuz
serumu, maya faktorleri, glukoz, arginin ve bakteriyel inhibitorl-
erin ilavesiyle hazirlanmaktadir (Izgiir 1983, Erdag ve Tiirkaslan
1988, Tiirkaslan ve Salihoglu 1989).

Serolojik testlerden genel olarak siirii taramalarinda yararlanil-
makta olup ayni zamanda klinik drneklerin laboratuvar teshi-
si amaciyla da kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan testler ¢a-
buk serum agliinitasyon testi (CSA), hemaglutinasyon inhibisyon
(HI) ve ELISA testleridir (OIE 2008). Enfekte hayvanlar CSA ile
enfeksiyondan en erken 7-10 giin sonra pozitif olabilir. CSA ko-
lay, ucuz, sensitif ve kisa siirede ¢ok sayida 6rnegin test edilebil-
mesine olanak tanimasi nedeniyle tarama testi amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ley 2003). Ancak CSA pozitif reaktorle-
rin diger serolojik testler ve kiiltiir ile dogrulanmasi gerekmek-
tedir. CSA testinin en énemli dezavantaji spesifitesinin diistik ol-
masidir (yanhs pozitif reaksiyonlar). Bunlarin bir kismi antije-
nin Uretildigi besiyerlerinden kaynaklanmaktadir. Hayvanlara
diger enfeksiyonlara karsi uygulanan inaktif agilar ve MG'un di-
ger mikoplazma etkenleri ve bakterilerle kros reaksiyonlara ne-
den olabilecek ortak antijenik epitoplara sahip olmasi da bu test
ile yanlis pozitif reaksiyonlara neden olmaktadir (Yoder 1989,
Kleven ve Levisohn 1996). HI testi CSA ve ELISA'dan daha spesi-
fik fakat daha az duyarhdir. Enfekte hayvanlar bu test ile ancak 3
hafta ve daha sonra pozitif reaksiyon verebilir. Ayrica MG susla-
r1arasinda Hl ile tespit edilen antijenik variyasyonlar mevcuttur.
ELISA ile pozitiflik CSA test aktivitesinden hemen sonra (enfek-
siyondan yaklasik 2 hafta sonra) gelismekte olup ticari test kit-
leri bulunmaktadir. ELISA ile de nonspesifik pozitif reaksiyon-
lar goriilebilmektedir (Kleven ve Levisohn 1996). Ayni veya fark-
I1 serolojik testler arasindaki uyumsuzlugun bir diger nedeni de
MG suslar arasinda goriilebilen genotipik veya fenotipik fark-
lardir (Khan ve ark 1987, Fan ve ark 1995, Kleven ve Levisohn
1996, Nascimento ve ark 2005).

Enfeksiyonun kesin teshisi i¢in kiiltiir yontemi kullanilmaktadir.
Kiiltiir ile pozitif sonuglar genelde 4-7 giin arasinda alinmasi-
na ragmen kesin negatif sonuglar i¢in daha uzun siire beklenil-
mesi gerekmektedir (Kleven ve Levisohn 1996). Mikoplazmala-
rin kiiltiirtiniin zaman alic1 olmasinin yani sira, 6zel besiyerleri-
ne ihtiyac olmasi, siklikla ¢cabuk tireyen ve patojen olmayan mi-
koplazmalar ve diger bakterilerle kontaminasyonlarin etkenin
liremesini baskilamasi, antibiyotik kullanimi ve drneklerin labo-
ratuvara uygun sartlarda ve siire icinde getirilmemesi gibi ne-
denlerle mikroorganizmalarin canlihigin yitirmesi gibi problem-
ler bu yontemin dezavantajlari olarak belirtilebilir (Tiirkaslan ve
Salihoglu 1989, Ulgen 1991, Kleven ve Levisohn 1996, Pang ve
ark 2002).

Tablo 1. Kiiltiir ve PCR yontemleri ile incelenen 6rnekler ve M. gallisepticum’un tespit edilme oranlar.

Ornek alinan Kiiltiir PCR PCR

Organlar direkt svabdan swv1 kiiltiir besiyerinden
Ornek sayis1  Pozitif sayis Ornek sayis1  Pozitif sayis1 Ornek sayis1 ~ Pozitif sayisi

Trakeal svab 73 1 73 2 73 2

(Canl tavuklardan)

Trakeal svab 73 1 - - 73 5

(Nekropsi sonrasi)

Akciger 73 - - - 73 1

Hava kesesi 73 1 - - 73 1

Toplam 292 3 (%1) 73 2 (%2.73) 292 9 (%3)
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Tablo 2. Kiimes bazinda test edilen tavuklarin serolojik, kiiltiir ve PCR bulgulari.
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r1 nedeniyle daha ¢abuk, giivenilir ve ekonomik teshis yontem-

lerine duyulan ihtiya¢ sonucu DNA tespitine dayanan PCR yon-
temleri kullanilmaya baslamistir. (Slavik ve ark 1993, Salisch ve
ark 1998, Moalic 2002). Aynmi zamanda birden fazla tiiriin ayni
anda tespit edildigi multipleks PCR (Garcia ve ark 1995, Wang
ve ark 1997) yontemleri ve son yillarda daha duyarl ve kisa sii-

rede sonuc veren real time PCR (Callison ve ark 2006, Raviv ve

ark 2008) yéntemleri uygulanmaktadir. Ulkemizde de son yillar-

da MG’un teghisinde PCR (Bagcigil 2002, Cengiz ve ark 2011, Yil-
maz ve ark 2011) ve real time PCR (Carli ve Eyigor 2003, Kahya

ve ark 2010, Tuzcu ve ark 2012) yéntemlerinin uygulandig: ¢a-
lismalar yapilmistir.

MG enfeksiyonu kanath endiistrisinde ekonomik etkileri baki-
mindan énemli olup enfeksiyondan korunma ve kontrol prog-
ramlari biyogiivenlik ve siirveyansa (seroloji, kiiltiir, molekiiler
yontemlerle) dayanmakta, damizlik isletmelerde eradikasyon
uygulanmaktadir. Ticari isletmelerde enfeksiyonun kesin teshi-
si yapilmadan gereksiz ila¢g kullanimi hem ekonomik kayiplara
hem de kalint1 sorunlarina neden olmaktadir. Kontrol ve eradi-
kasyon programlarinin basarisi enfeksiyonun dogru ve zamanin-
da teshisine dayanir.

Bu ¢alismada belirgin klinik belirtiler gériilmeyen yumurtaci kii-
meslerde MG enfeksiyonunun klasik seroloji ve kiiltiir yontemle-
rinin yani sira PCR yontemi ile tespiti ve yontemin rutin teshiste
kullanilabilirligi arastirildi.

Kan serumu Kiltir PCR PCR
RSA testi (292 svab) (73 direkt (292 kiiltir
isletme No svab) buyyonu)
Test edilen
Ornek say1s Pozitif Negatif tavuk sayisi izole edilen Tespit edilen Tespit edilen

1 25 8 17 5

2 25 7 18 5

3 25 3 22 3 1 1(Tr)

4 25 4 21 5 1 (HK)

5 25 - 25 5

6 25 - 25 5

7 25 5 20 5 1(Tr)

8 25 7 18 5

9 25 4 21 5

10 25 10 15 5 1 (Akc)

11 25 25 - 5 2 (Tr)

12 25 25 - 5 1 (Tr)

13 25 15 10 5 1 1(Tr)

14 25 7 18 5

15 25 20 5 5 1 1(Tr)

Toplam 375 153 222 73 3 2 9
(%40.8) (%59.2) (%4.1) (%2.7) (12.3)

Tr: Trake, Hk: Hava kesesi, Akc: Akciger.
Serolojik testler ve kiiltiir yontemlerinin belirtilen dezavantajla- Gereg ve Yontem

Organ ve svab drnekleri

Ornekler solunum sistemi problemleri nedeniyle daha énce
Konya Veteriner Kontrol Enstitiisiine getirilen kan serumlarinda
serolojik olarak pozitiflik tespit edilmis, 24-75 haftalik yaslarda
olan, 15 ticari yumurtaci isletmeden alindi. izolasyon ve PCR
amaciyla 73 adet canli tavugun trakesinden canli iken ve
hayvanlarin nekropsisi yapildiktan sonra trakea, hava kesesi
ve akcigerlerinden 292 adet svab 6rnegi alindi (Tablo 1). Canli
hayvanlarda steril svablarla larinksten girilerek trakeadan svab
alimini miiteakip nekropsi sonrasi tiim trake boyunca kuvvetle
siirtilerek tekrar bir trakeal svab ve daha sonra sirasiyla hava ke-
sesi ve akcigerlerden svab ornekleri alindi.

Kan serumu

Her bir isletmede rastgele secilen 25 tavuktan olmak iizere 15
isletmeden toplam 375 kan serumu 6rnegi alindi. Kan érnekleri
tavuklarin vena ulnaris’lerinden alinarak serumlari ayrildiktan
sonra ayni giin veya buzdolabinda bekletildi ve en ge¢ 72 saat
icinde ile test edildi.

Izolasyon calismalari

Hayvanlarin trake, hava kesesi, akcigerlerinden steril svablarla
alinan orneklerden Modified Hayflick siv1 ve kat1 besiyerlerine
ekimler yapildi. Kat1 besiyerleri nemli ve %5 CO,’li ortamda 37
°C’de inkiibe edildi. Kat1 besiyerleri mikoplazma kolonilerinin

e
/p:%%:\
/7
v i
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Tablo 3. M. gallisepticum enfeksiyonunun kiimes bazinda tespitinde uygulanan testlerin karsilastirilmasi.
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Primerler (Lauerman 1998):

n o e MG-14F: 5’-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-
Se.r(.>1011 (CSA test) . Sensitivite Spesifite GTT-GGT-C-3’
Pozitif Negatif Toplam (%) MG-13R: 5-GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-
Kiiltiir 100 AC-3’
Pozitif 3 0 3 Buleul
Negatif 10 2 12 wiguiar
Serolojik olarak 15 isletmenin 13
PCR 50 (%86.6)'tinde pozitiflik tespit edilirken
Pozitif 6 1 2 (%13.3)'sinde serullnllarln timi nega-
) tif bulundu. Seropozitif bulunan islet-
Negatif 7 1 8 melerin 2’sinde serumlarin timi pozi-

gorinimii, sivi besiyerleri de renk degisimi bakimindan her giin
kontrol edilerek renk degisimi goriilen sivi besiyerinden kat1 be-
siyerine pasajlar yapildi. Bu sekilde 3 kez pasaj yapildiktan son-
ra lireme goriilmeyen materyaller negatif olarak degerlendiril-
di (Jordan 1983).

Identifikasyon calismalar

Ureyen mikoplazma koloniler digitonine duyarlilik, glikoz fer-
mentasyonu, arginin hidrolizi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve
spot olusumu, iireme inhibisyon testleri ile identifiye edildiler
(Tirkaslan ve Salihoglu 1989). Agar besiyerinde iireyen mycop-
lasma kolonileri PCR ile de dogrulandi.

Cabuk serum aglutinasyon (CSA) testi

Beyaz renkli temiz bir seramik lizerinde 20 pL siipheli serum ile
esit miktarda MG CSA test antijeni (Nobilis, Intervet Internatio-
nal B.V, Hollanda) karistirilarak yaklasik 1.5 cm ¢apinda daire-
sel bir alana yayilip rotasyon hareketi yaptirilarak 2 dk igerisin-
de olusan reaksiyon degerlendirildi (OIE 2008).

DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla svab drnekleri igerisinde 1 mL PBS
bulunan tiiplere alindi, galkalayicida iyice karistirildiktan son-
ra svablar atildi. Svab sivilari ve renk degisimi goriilen siv1 kiil-
tlir besiyerleri 1.5 mL steril tiipler icerisine alind1. Stispansiyon
14.000 g de 4 °C’de 30 dk santrifiij edildi. Ust siv1 dikkatlice ali-
narak atildi ve pelet 25 pL ultra saf su ile siispanse edildi. Tiipler
10 dk kaynatildiktan sonra 10 dk buz tlizerinde bekletildi. Daha
sonra 14.000 g de 5 dk santrifiij edilerek, DNA'nin bulundugu tist
swvi alind1 (Lauerman 1998).

PCR testi

Test 50 pL hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimi
10xBuffer (Promega), 2 mM MgCl,, her bir deoxynucleoside
triphosphate’dan 200 pM, her bir primerden 0.2 uM, 1.25 U Taq
polymerase (Promega) ve 5 pL template icermektedir. M]J Re-
search Thermal Cycler da 94 °C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn ve 72
°C’de 60 sn den olusan 25 devir uygulandi. Orneklerin analizi
icin PCR trinleri %1.5 agarose jelde elektroforeze tabi tutula-
rak ethidium bromide (Sigma) ile boyandi, UV transilluminator-
de gorintiilendi. Olusan bandlarin biiyiikliikleri standart 100 bp
DNA marker (Promega) ile karsilastirilarak degerlendirildi. Po-
zitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Ens-
titiisiinden saglanan M. gallisepticum S6 susu kullanildi. Pozitif
kontrol olarak kullanilan S6 susu 185 bp bant olusturdu. Calisi-
lan 6rnekler buna gore degerlendirildi.

%&»—
Foam

tif, 11’inde ise %12-80 oranlarinda pozi-

tiflik tespit edildi. Toplam 375 serumun
153 (%40.8)'l pozitif ve 222 (%59.2)'si ise negatif olarak be-
lirlendi (Tablo 2). Onbes isletmenin 3 (%20)’iinde birer tavuk-
tan 3 MG izole edilirken 12 (%80) isletmede izolasyon yapilma-
d1 (Tablo 1). Canli hayvanlardan alinan 73 trakeal svab 6rnegin-
den dogrudan yapilan PCR ile 2 isletmeye ait 2 (%2.73) tavukta
MG DNA's1 tespit edildi. Siv1 besiyerinde inkiibasyon sonrasinda
PCRile 7 (%46.6) isletmeye ait 9 (%12.3) tavukta MG DNA's1 tes-
pit edildi. Bu isletmelerin birinde (No:6) seroloji ve bakteri izo-
lasyonu negatif olmasina ragmen PCR pozitif bulundu (Tablo 2).
Sivi kiiltiirlerinden yapilan PCR sonucunda tespit edilen pozitif
orneklerin 1 (%11.1)’i akciger svabi, 1 (%11.1)'i hava kesesi sva-
b1 ve diger 7 (%77.7)’si nekropsiden sonra alinan trakea érnek-
leridir. Kiimes bazinda CSA ile yapilan seroloji sonuglarina gore
kiiltiir ve PCR sonuglar1 degerlendirildiginde kiiltiiriin sensitivi-
te ve spesifitesi %23 ve %100, PCR'1n sensitivite ve spesifitesi,
%46 ve %50 olarak hesaplandi (Tablo 3).

Tartisma

Konya Veteriner Kontrol Enstitlisii Kanatll Hastaliklar1 Teshis
Laboratuvarinin geriye dontik olarak yillik serolojik teshis ra-
kamlar1 incelendiginde CRD siiphesiyle test edilen serum érnek-
lerinin en yiiksek sayiyla ilk sirada yer aldig: belirtilmektedir.
Enstitii'de Giiler (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, 40 islet-
menin 12 (%30)’sinde 126 tavugun 19 (%15.07)’'unda MG izo-
lasyonu ve MG’'dan daha yiiksek oranda, %19.4 M. gallinarum
izolasyonu yapilmis ve ¢alismada, daha ¢abuk iireyen solunum
sistemi florasinda bulunan veya 6rnek alimi sirasindaki olasi
kontaminant bakterilerin ve patojenik olmayan bir mikoplazma
tiirdi olan M. gallinarum’un MG’un izolasyon ve identifikasyonu-
nu gii¢lestirdigi bildirilmistir. Bu ¢calismada da besiyerlerine ka-
tilan antimikrobiyal etkenlere ragmen ¢ogu durumda ¢abuk lire-
yen diger bakterilerin iiremesinin engellenemedigi goriilmiustiir.

MG'un izolasyonunda en dnemli problem etkenin identifikasyo-
nu olup, bu amagla genellikle digitonine duyarllik, glikoz fer-
mentasyonu, arginin hidrolizi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve
spot olusumu gibi biyokimyasal testler ve MG spesifik antiserum
ile ireme inhibisyon, direkt veya indirekt floresan antikor ve im-
munoperoksidaz gibi immiinolojik yontemler uygulanmaktadir
(Jordan 1983, Kleven ve Levisohn 2003). Biyokimyasal yontem-
ler ve lireme inhibisyon testi i¢in saf kiiltiire ihtiya¢ duyulmasi-
na ragmen floresan antikor testi ile miks kiiltiirlerden etkenin
spesifik olarak tespit edilmesi miimkiindiir. Ancak immiinolo-
jik yontemler i¢in gerekli spesifik antiserumlarin temini ve uzun
siire muhafazasi sorun tegkil etmektedir. Bu nedenle bu yontem-
lerin rutin teshislerde her laboratuvarda uygulanmalar: giictiir.
Klasik kiltiir ve identifikasyon yontemlerine alternatif olarak
PCR yontemleri gelistirilmistir.
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Bu calismada yumurtaci isletmelerde MG enfeksiyonun tegshisi
amaciyla kan serumlarindan MG’e karsi olusan antikorlarin tes-
piti icin CSA testi ve kiiltiir gibi klasik yontemlere ilave olarak
16S rRNA genine dayanan bir PCR yontemi uygulandi. Calisma-
da érnek alinan 15 isletmenin 13 (%86.6)’linde CSA testiyle, 7 is-
letmede (%46.6) PCR metoduyla, 3 (%20)’iinde de kiltir meto-
du ile MG pozitifligi tespit edildi. Ornekler bireysel bazda deger-
lendirildiginde 73 tavugun 3 (%4.1)’linden izolasyon yapilirken,
swvi kiiltiir besiyerlerinden yapilan PCRile 9 (%12.3)’'undan, can-
I1 tavuklardan alinan trakeal svab 6rneklerinden dogrudan yapi-
lan PCR ile 2 (%2.73) tavuktan MG DNA’s1 tespit edildi. Calisma-
da serolojik olarak isletmelerin ¢ogunda pozitiflik tespit edilme-
sine ragmen hem izolasyon hem de PCR ile etken tespiti diisiik
oranda olmustur. Bu durum 6rnekler toplandiginda isletmelerin
¢ogunda klinik belirti goériilmemesi nedeniyle enfeksiyonun ge-
¢irilmis olmasindan ve dokularda tespit edilebilir diizeyde mik-
roorganizma bulunmamasindan kaynaklanabilir.

Dogrudan PCR ile 2 tavukta pozitiflik tespit edilirken, sivi kiiltiir
besi yerlerinden 9 tavukta pozitiflik tespit edilmistir. Bu durum
hastaligin akut déneminin gegirildigi etken miktarinin azaldigi
durumlarda siv1 besiyerinde inkiibasyon (zenginlestirme) son-
ras1 mikroorganizma sayisinin artmasina bagh olabilecegi gibi
bu érnekler nekropsi sonrasi alindig icin svablarin trakea bo-
yunca iyice stirtilerek alinmasina da bagl olabilir. Carli ve Eyigor
(2003) serolojik olarak pozitif canl tavuklardan aldiklar trake-
al svab drneklerinin tiimiinii real time PCR ile negatif bulmalari-
na karsin otopsi sonrasl trake’ye iyice siiriilerek alinan 28 drne-
gin 18 (%64.2)'ini pozitif bulmuslardir. Cengiz ve ark (2011) da
canli hayvanlardan alinan svab 6rneklerine gére nekropsi son-
rasi alinan trakea 6rneklerinde PCR ile daha fazla pozitif sonug
elde etmislerdir. Seroloji ile kiiltiir ve PCR arasindaki uyumsuz
sonuglarin bir diger nedeni de antibiyotik kullanimidir. Antibi-
yotik kullaniminin olusturdugu baski ile ektraseliiler ortamda-
ki mikoplazmalarin inhibe oldugu, buna karsin bir kisminin int-
raseliiler ortamda kalarak immun sistemden kagtig1 ve ayni za-
manda kiiltiir ve PCR ile teshis edilebilecek diizeyin altina diistii-
gii bildirilmektedir (Nascimento ve ark 2005).

Calismada etken tespiti en fazla trakeden olmustur; 3 hayvan-
dan izole edilen MG suslarinin 2’si trakeden, 1'i hava kesesinden;
PCRile ise 6rneklerin 7’si trake, 1'i hava kesesi ve 1'i akcigerden
tespit edilmistir. Ulgen (1991) MG'un trakeden %8.3, hava kese-
lerinden %3, akcigerden %0.7 oranlarinda izole edildigini bildir-
mislerdir. Tuzcu ve ark (2012) real time PCR ile en fazla miktar-
da mikroorganizmanin trakede bulundugunu gostermislerdir.

Ulkemizde MG'un PCR ile teshisi konusunda yapilan diger ¢a-
lismalarda farkli hayvan popiilasyonlarinda ve/veya farkli PCR
yontemleri uygulanarak elde edilen bulgularin da degisiklik
gosterdigi goriilmektedir. Bagcigil (2002) ticari bir PCR test ki-
tini (Idexx) kullanarak 96 adet 2-7 haftalik tavuga ait trake or-
neklerinin 46 (%49)’sinda MG DNA’sin1 tespit ederken, Kkiil-
tir ile 3 (%3.1)’linde, CSA ile de hayvanlarin %10’nunda po-
zitiflik bulmustur. Kahya ve ark (2010) 31 damizlik kiimesin
15 (%48.4)'inde serolojik olarak, 5 (%16.1)'inde kiiltiir ile 9
(%29)’unda real time PCR ile pozitiflik tespit etmislerdir. Cen-
giz ve ark (2011) bu ¢alismada uygulanan DNA ekstraksiyonu
ve PCR yontemi ile 40-45 giinliik broylerlerde, nekropsi sonra-
st alinan trakea 6rneklerinde 26 kiimesin 14 (%53.8)’tinde, canli
hayvanlardan alinan trakeal svab 6rneklerinde ise 5 (%19.2) ki-
meste pozitiflik tespit etmislerdir. Yilmaz ve ark (2011) CSA po-
zitif 27 broylerin 4’inde immunohistokimyasal yontem ile MG
antijenlerini tespit etmisler ve bu pozitif 6rneklerin kiiltir buy-
yonlarindan yapilan PCR ile 4 6rnekte MG'u pozitif bulmuslardir.
Tuzcu ve ark (2011) broyler civcivlerde real time PCR ile 30 hay-
vanin 22’sinde MG tespit etmislerdir.

Kesler ve ark

Genel olarak broylerlerde ve gen¢ hayvanlarda yapilmis olan ¢a-
lismalardan farkli olarak bu ¢alisma belirgin klinik belirtilerin
gorilmedigi, 24 haftaligin lizerindeki yumurtlayan tavuklarda
yapilmistir. Hastaligin klinik belirtilerinin gen¢ hayvanlarda go-
rildiigt dikkate alinirsa, geng¢ hayvanlardan alinan drneklerde
etken tespit orani daha yiiksek olacaktir. PCR yonteminin basli-
ca problemleri ¢esitli kaynaklardan 6zellikle daha 6nce amplifi-
ye edilen niikleik asitlerden kaynaklanan kontaminasyonlar ne-
deniyle olusan yanlis pozitif sonuglar ve farkl laboratuvarlarda
elde edilen sonuglarin tekrar iretilebilirligi ve karsilastirilabi-
lirligi ile ilgilidir (Kemp 1998). Farkli laboratuvarlarda uygula-
nan degisik ektraksiyon yontemleri, amplifikasyon sartlari, kul-
lanilan primerler, reaksiyon komponentleri, reagent ve kitlerde-
ki farkliliklar uyumsuz sonuglarin alinmasina neden olabilir.

Sonug olarak isletmelerin ¢ogu serolojik olarak pozitif bulunur-
ken izolasyon ve PCR ile etken tespit oraninin diisiik olmasi, kli-
nik bulgularla birlikte degerlendirildiginde bu isletmelerde kro-
nik bir enfeksiyona isaret etmektedir. Calismada bir isletmede
serolojik olarak MG antikorlar: ve kiiltiir negatif olmasina rag-
men bir trakeal svab 6rneginden PCR ile MG spesifik DNA tespit
edilmesi yanlis pozitif bir sonucu géstermektedir. Béyle bir du-
rumda, kiimesteki enfeksiyon durumu hakkinda karar verirken,
tek bir test ile kesin yargiya ulasilamayacagl ve yeteri sayida or-
negin belli araliklarla yapilacak diger test sonuglari ile birlikte
degerlendirilmesi geregi unutulmamalidir.

Oneriler

Kanatl endiistrisinde ekonomik 6nemi bakimindan MG enfek-
siyonunun dogru ve ¢abuk teshisinin endiistriye katkisi1 biiytik
olacaktir. Ticari yumurtaci isletmelerde MG enfeksiyonunun
teshisinde tek basina CSA testinin yeterli olmadigl, tedavi karari
ve gereksiz ilag kullanimlarinin énlenmesi i¢in serolojik olarak
pozitif bulunan isletmelerde enfeksiyon kiiltiir ve/veya PCR ile
dogrulanmalidir. PCR yontemi kiiltiirlerin ¢abuk ve dogru iden-
tifikasyonunda biiytik kolaylik saglamaktadir.
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