
Yazışma adresi / Correspondence: Ayfer Güllü Yücetepe, Harran Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalı, 
Şanlıurfa-Türkiye    e-posta: ayfergullu@harran.edu.tr
ORCID IDs of the authors: 10000-0002-9842-3305 • 20000-0001-7486-8054 • 30000-0001-7848-3899 
• 40000-0002-0377-2650 • 50000-0002-6003-8612 • 60000-0002-5977-7872

Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2022; 33 (1): 79-88
doi: https://doi.org/10.35864/evmd.1082371

Özgün Araştırma
Original Article

Klinik semptomlu tavuk ve hindilerden patojen Mikoplazma 
türlerinin multipleks PCR ile tanımlanması

Ayfer Güllü Yücetepe1* , Ahmet Murat Saytekin2 , Osman Yaşar Tel3 , 
Sevil Erdenliğ Gürbilek4 , İrfan Özgünlük5 , Oktay Keskin6 

1,2,3,4,6 Harran Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalı, Şanlıurfa, Türkiye
5 Harran Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Ana Bilim Dalı, Şanlıurfa, Türkiye

Geliş Tarihi / Received: 03.03.2022, Kabul Tarihi / Accepted: 27.05.2022

Özet: Bu çalışmada amaç, Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synovia (MS) ve Mycoplasma meleagridis 
(MM) etkenlerini bir multipleks PCR yöntemiyle tek seferde tanımlamak ve bu yöntemin rutin teşhiste kullanılabilirliğini 
araştırmaktır. Çalışmada laboratuvara getirilen ve klinik belirtileri mikoplazma infeksiyonları yönünden şüpheli, tavuk 
ve hindilerden aseptik şartlarda alınan toplam 100 svab örneği kullanıldı. Bu örnekler Frey’s besiyerinde inkübe edildi 
ve buradan DNA ekstraksiyonu yapıldı. Yapılan multipleks PCR testi sonucunda tavuklarda (n=50) MG ve MS için 
sırasıyla 9 (%18) ve 5 (%10) pozitiflik saptandı. 2 tavukta (%4) hem MG hem de MS beraber pozitif bulundu. Tavuk 
numunelerinin hiçbirinde MM için spesifik bant oluşumu tespit edilmedi. Hindilerde ise (n=50) MG, MS ve MM için 
pozitif hayvan sayısı sırasıyla 6 (%12), 4 (%8) ve 3 (%6) olarak tespit edildi. MG ve MS bantlarının beraber tespit 
edildiği hindi sayısı 12 (%24) iken, 1 hindide (%2) MG ve MM, 3 hindide ise (%6) MM ve MS etkenleri beraber izlendi. 
Numunelerin hiçbirinde üç etkene ait spesifik bant oluşumu gözlenmedi. Sonuç olarak Şanlıurfa bölgesinde kanatlı 
türlerine ait önemli patojen mikoplazma etkenlerinin bulunduğu, multipleks PCR testi ile kısa sürede ve yüksek 
duyarlılıkta çok sayıda etkenin aynı anda ve daha hızlı tespitinin sağlandığı ayrıca koruma ve kontrol önlemlerinin 
alınmasında başarıyla kullanılabileceği sonucuna varıldı.
Anahtar kelimeler: İdentifikasyon, kanatlı mikoplazmozu, multipleks PCR 

Identification of pathogen Mycoplasma species using multiplex 
PCR from chickens and turkeys having clinical symptoms

Abstract: The aim of this study is to establish multiplex PCR method that enables to detect Mycoplasma gallisepticum 
(MG), Mycoplasma synovia (MS) and Mycoplasma meleagridis (MM) species at the same time and to investigate 
usage of this method in routine diagnosis of these pathogenic mycoplasmas. A total of 100 swabs taken aseptically 
from chickens and turkeys which shows clinical symptoms similar to mycoplasma infection were used in the study. 
Samples were inoculated into Frey’s medium and DNA extraction was made from these growing cultures. Nine (18%) 
and 5 (10%) out of 50 chickens were found positive for MG and MS, respectively by Multiplex PCR. Two chickens 
(4%) were positive for both MG and MS. No specific DNA for MM was detected in chickens. Six (%12), 4 (%8) and 3 
(%6) out of 50 turkeys were detected as positive for MG, MS and MM, respectively. While MG and MS were detected 
together in 12 (%24) turkeys, MG and MM were found in only one (2%) turkey together. On the other hand, MM and 
MS were detected in 3 (6%) turkeys. None of the samples was found positive for all three species. As conclusion, 
we demonstrated the presence of pathogenic poultry mycoplasmas in chicken and turkeys in Şanlıurfa. It was also 
concluded that multiplex PCR is very useful method that detects different mycoplasmas with high sensitivity in a 
short time. Therefore, we assumed that this method could be used succesfully in prevention and control of these 
pathogenic mycoplasmas of poultry. 
Keywords: Avian mycoplasmosis, identification, multiplex PCR

Giriş
Mollicutes sınıfı, Mycoplasmataceae ailesinde yer 
alan mikoplazmalar, prokaryotların en küçük üye-
sidir. Sığırlarda bulaşıcı bir hastalık olan kontagi-
yöz ploröpnömoninin etkeni olarak ilk defa 1898 
yılında izole edilmişlerdir. Solunum sistemine yer-
leşen etkenler, sonraki yıllarda plöropnömoni ben-

zeri organizma (PPLO) olarak tanımlanmıştır (Davis 
ve ark. 1973; Mendonça ve ark. 2000). Kanatlılarda 
patojenik mikoplazma etkenlerinin meydana getir-
diği mikoplazmoz ilk olarak hindilerde 1926 yılında, 
daha sonra da tavuklarda 1936 yılında tanımlan-
mıştır (Charlton ve ark. 1996). Günümüzde, kanatlı 
hayvanlarda hastalığa neden olan farklı mikoplazma 
etkenlerinin olduğu bilinse de (Çarlı 2019; OIE 2021), 
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kanatlılarda baskın olarak bulunan mikoplazma tür-
leri, Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma 
synovia (MS), Mycoplasma meleagridis (MM) ve 
Mycoplasma iowae (MI) dır (Songer ve Post 2012). 
Tavuk ve hindilerde MG ve MS, hindilerde ise MM 
ve MI, ticari kanatlı işletmelerinde, önemli ekono-
mik kayıplara yol açan patojenik mikoplazma türleri 
olarak bildirilmiştir. (Bradbury 2001). Bu etkenler-
den de MG ve MS, epidemiyolojik olarak en önemli 
türlerdendir ve özellikle evcil kanatlılarda meydana 
getirdikleri hastalıkların tüm dünyada yaygın olması 
yönüyle, Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü (OIE) liste-
sinde de yer almaktadır (OIE 2021). MG, tavuklarda 
kronik solunum yolu hastalığı (Chronic Respiratory 
Disease, CRD), hindilerde ise infeksiyöz sinüzitis (IS) 
olarak bilinen hastalık tablolarını oluşturur. MS ise 
tavuk ve hindilerde infeksiyöz synovitise ve kanat-
lılarda üst solunum yolları problemlerine neden ol-
maktadır. MS ayrıca, yumurtacı tavuklarda yumurta 
verimini ve kalitesini de bozar (Çarlı 2019). Bu hasta-
lıklar tavuk ve hindilerde önemli ekonomik kayıplara 
yol açarlar (Charlton ve ark. 1996). MM ise ilk defa 
1965 yılında hindilerin hava kesesi infeksiyonların-
dan tanımlanmış, hindilerde ve diğer kanatlılarda 
patolojik lezyonlar oluşturabilen, fakat tavuklarda 
patolojik lezyonlara sebep olmayan bir mikoplazma 
türü olarak belirlenmiştir (Yamamoto ve ark. 1965). 
Etken, genç hindilerde solunum yolları hastalığına 
neden olurken bunun yanında, gelişmenin durması, 
zayıf tüylenme ve ayak problemleri ile de ilişkili bu-
lunmuştur (Songer ve Post 2012).

Kanatlılardaki mikoplazma infeksiyonlarının, 
direkt temasla, etkeni içeren dışkı ve akıntılar, toz, 
damlacıklar, kontamine ekipman, yem, su, infekte 
kuşlar, rodent ve etkeni içeren gübrelerle horizontal 
olarak bulaşabileceği çevresel numunelerden yapı-
lan analizler ve deneysel bir kurguyla gösterilmiş, 
ayrıca damızlık anaçların yumurtalarından civcivle-
re ise vertikal olarak bulaşabileceği ve sürü içinde 
çok hızlı bir yayılım gösterebileceği araştırıcılar ta-
rafından belirtilmiştir (Marois ve ark. 2002). Bulaş-
ma gücü yüksek bu etkenlerin tanısı ve infeksiyonun 
teşhisi bu noktada oldukça önemlidir. Mikoplazma-
ların tanısında klasik kültür metodu, altın standart 
yöntem olarak kabul edilmiş olsa da, serolojik me-
todlar ve moleküler olarak da Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PCR), teşhiste sıklıkla tercih edilmektedir. 
Kültür yönteminin uzun sürmesi ve kontaminasyon 
riskinin yüksek olması, serolojik testlerde ise çapraz 
reaksiyonlar sonucu hatalı pozitif veya negatif so-
nuçların alınması, etkenlerin teşhisi aşamasında PCR 
temelli moleküler tanı yöntemlerini, diğerlerine göre 
daha kullanışlı hale getirmektedir (Marois ve ark. 

2002; Buim ve ark. 2009; OIE 2021). İnfeksiyondan 
şüphe edilen canlı veya yeni ölmüş hayvanlardan ya 
da öldükten hemen sonra dondurulmuş hayvanlar-
dan, doku, organlar ve solunum yolu eksudatların-
dan svab alınarak, mikoplazmaların tanısı için ince-
leme örneği olarak kullanılabilmektedir (Marois ve 
ark. 2002; Kleven ve ark. 2004; OIE 2021).

Bu çalışmada amaç, Harran Üniversitesi Veteri-
ner Fakültesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dalı laboratu-
varına getirilen, anamnez ve klinik belirtilerine göre 
mikoplazmoz şüpheli tavuk ve hindilerde MG, MS ve 
MM etkenlerini bir multipleks PCR testiyle saptamak 
ve bu yöntemin patojen kanatlı mikoplazmalarının 
rutin teşhisinde kullanılabilirliğini araştırmaktır.

Gereç ve Yöntem 
Klinik örnekler
Bu çalışmada, 2020 yılı Temmuz ayından, 2021 yılı 
Aralık ayına kadar geçen süre içerisinde, Mikrobiyo-
loji Ana bilim dalı laboratuvarına canlı veya agoni 
halinde getirilen evcil kanatlılardan, çok hafiften 
şiddetliye değişen derecelerde “semptom gösteren”  
anamnez, klinik semptomlar ve nekropsi bulgula-
rı yönünden mikoplazmoz şüpheli (öksürük, nazal 
ve oküler akıntı, infraorbital sinüste şişme, yumurta 
veriminde düşüklük, bacak problemleri, iştahsızlık 
semptomları ile nekropside hava kesesi yangısı, pe-
rikardit, perihepatit, sinüzit ve bazen artrit lezyonları, 
çeşitli yaş (7- 36 haftalık) ve cinsiyetteki 50 tavuk ve 
50 hindinin, canlı olanlarından ağız-burun akıntıları 
ve trakealarının üst bölgelerinden, nekropsi yapılan-
larından ise ilave olarak trakealarının derin bölgele-
rinden, lezyonlu organlardan ve hava keselerinden, 
aseptik şartlarda alınan svab örnekleri etken tanı-
sı amacıyla inceleme örneği olarak kullanıldı (OIE 
2021).

Kültür
Frey Mycoplasma Broth Base (Himedia), üretici fir-
manın tavsiyesine uygun olarak 500 ml olarak ha-
zırlandıktan sonra otoklav ile 121°C de 15 dk steril 
edildi. Besiyeri 50-55°C’ye soğutulduktan sonra be-
siyerine, steril şartlarda, Mycoplasma Supplement G 
(Oxoid), son konsantrasyonu %20 olacak şekilde at 
serumu (Himedia) ve %1 oranında Nikotinamid ade-
nin dinükleotid (NAD) (Merck) (Öngör ve ark. 2009) 
ilave edilerek Frey’s besiyeri hazırlandı. Hazırlanan 
besiyeri, 3 ml olarak steril cam tüplere taksim edildi. 
Taksim sonrası, olası kontaminasyonların tespiti için 
gerekli kontroller yapıldı ve hazırlanan tüpler kulla-
nılıncaya kadar 4°C’ de muhafaza edildi. Hayvanlar-
dan alınan svablar besiyerine ekildi ve daha sonra 
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her bir kanatlı için bu besiyerleri 37 °C’de, mikroa-
erobik şartlarda, 72 saat inkübasyona bırakıldı (Frey 
ve ark. 1968; OIE 2021). 

DNA ekstraksiyonu
Ekimleri yapılan ve inkubasyona bırakılan besiyer-
lerinden, inkubasyon sonunda DNA ekstraksiyonu 
yapıldı. Bu amaçla steril ependorf tüplerine 1.5 ml 
sıvı kültür besiyeri alındı. Süspansiyon, 14.000 x g’de 
4°C’de 30 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısım 
dikkatlice alınarak atıldı ve pelet 25 μl ultra saf su ile 
süspanse edildi. Tüpler, 10 dk kaynatıldıktan sonra 
buz üzerinde soğumaya bırakıldı. Daha sonra 14.000 
x g’de 4°C’de 5 dk santrifüj edildi ve DNA’nın bulun-
duğu süpernatant kısım alınarak test edilene kadar 
-20°C’ de saklandı (Liu ve ark. 2001; Tomar ve ark. 
2017a).

Referans DNA’ lar
MG, MS ve MM için referans DNA’lar, Pendik Veteri-
ner Kontrol Enstitüsü, Mikoplazma OIE Referans La-
boratuvarından temin edilerek çalışmalarda pozitif 
kontrol amacıyla kullanıldı.

Multipleks PCR
Tek seferde, 3 farklı etkene spesifik 3 gen bölgesi-
nin araştırılması amacıyla örneklere multipleks PCR 
uygulandı. Yöntemde ticari master mix (Qiagen, 
206143) kullanıldı.

MG, MS ve MM için tür spesifik primerler (Tab-
lo 1) 100 µM konsantrasyonda (100 pmol/µl) olacak 
şekilde steril ve DNaz / RNaz free PCR grade su ile 
sulandırıldı ve stok konsantrasyonlar hazırlandı. Her 
bir primer için son konsantrasyon 2 µM (2 pmol/µl) 
olacak şekilde kullanıldı.

Multipleks PCR karışımı, her bir tüp için toplam 
hacim 25 µl olacak şekilde belirlendi. Bunun için 12,5 
µl Qiagen master miks, 2,5 µl primer karışım, 9 µl su 
ve 1 µl kalıp DNA içerecek şekilde hazırlandı. Karışım 
içeriği, Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific Ark-
tik) cihazında çoğaltıldı. Amplifikasyon için döngüler, 
ticari master miks içeriğine uygun olarak yapıldı. Bu 
amaçla 95ºC’de 15 dakika başlangıç denatürasyon 
işleminden sonra toplam 30 döngü olacak şekilde, 
94ºC’de 30 saniye (denatürasyon), 58ºC’de 90 sani-
ye (ilk bağlanma), 72ºC’de 3 dakika (ilk sentez) ve 
döngülerin sonunda, 72ºC’de 10 dakika (son sentez) 
tutularak amplifikasyon tamamlandı. DNA’ların yü-
rütülmesi için amplikonlar elektroforeze tabi tutuldu  
(Thermo Scientific EC300 XL). Bu amaçla 10 X TAE 
(Tris Asetat EDTA) solüsyonu (Fermentas, B49), disti-
le su ile sulandırılarak 1X oranında kullanıldı. Agaroz 
jel (Sigma, A9539), %2 konsantrasyonda hazırlan-
dı. DNA marker olarak 2000 bp’lik ladder (Qiagen 
Gel Pilot Mid Range) kullanıldı. İşlemlerin sonunda 
görüntüleme işlemi (Jel görüntüleme Major Scien-
ce UVCI-1100) ile yapılarak spesifik bantların varlığı 
araştırıldı.

Tablo 1. MS, MM ve MG tanısı için multipleks PCR testinde kullanılan primerler.

Hedef Mikroorganizma Kullanılan primerler Gen 
Bölgesi

Amplikon 
boyutu (bp) Referans

Mycoplasma synoviae (MS) F: 5’-GAG-AAG-CAA-AAT-AGT-GAT-ATC-A-3’
R: 5’-CAG-TCG-TCT-CCG-AAG-TTA-ACA-A-3’ 16S rRNA 211 bp (OIE 2021)

Mycoplasma meleagridis (MM) 90F: 5’-CGAGCGAAGTTTTTCGGAAC-3’
469R: 5’-GGTACCGTCAGGATAAATGC-3’ 16S rRNA 424 bp (Boyle ve ark. 

1995)

Mycoplasma gallisepticum (MG) F: 5’-GGAGTTAGCTTTGTGTTCTCGG-3’
R: 5’-AAGTTCATGCGGTTTGGACC-3’ mgc2 750-800 bp (Rajkumar ve 

ark.2019)

Minimum tespit limitinin belirlenmesi
Kullanılan multipleks PCR’nin minimum tespit limi-
tini belirleyebilmek için her 3 etkene ait referans 
DNA’ların miktarları spektrofotometrik olarak öl-
çüldü (Thermo, NanoDrop1000) ve DNA konsant-
rasyonları eşit olacak şekilde karıştırıldı. Oluşturu-
lan stok karışım, mikrolitresinde 50ng, 25ng, 10ng, 
100pg, 10pg DNA içrecek konsantrasyonlarda su-
landırılarak multipleks PCR’de tespit limitinin belir-
lenmesi amacıyla kullanıldı (Wang ve ark. 1997; Met-
tifogo ve ark. 2015).

Bulgular
Tavuk numunelerinin multipleks PCR analizi sonu-
cunda, 50 tavuğun 16’sında (%32) incelenen etken-
lerden en az birine ait spesifik bant oluşumu tespit 
edildi. Bu etkenler içinde, 9 tavuk (%18) MG için po-
zitif bulunurken, MS için 5 tavuk (%10) pozitif bulun-
du. Hem MG hem de MS’nin beraber bulunduğu 2 
pozitif  hayvan (%4) tespit edildi. Tavuk numuneleri-
nin hiçbirinde MM için spesifik bant oluşumu tespit 
edilmedi (Şekil 1, Şekil 2).

Hindi numunelerinin multipleks PCR analizi so-
nucunda, 50 hindinin 29’unda (%58) araştırılan et-
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kenlerden en az birisine ait spesifik bant oluşumu 
izlendi. Test edilen 50 hindi içinde, MG, MS ve MM 
için pozitif hayvan sayısı sırasıyla 6 (%12), 4 (%8) ve 
3 (%6) olarak bulundu. Aynı hayvanda, birden çok 
etkenin beraber bulunduğu sonuçlar değerlendiril-
diğinde, MG ve MS etkenlerine ait spesifik bantlar 
12 hayvanda (%24) bulunurken, MG ve MM etkenle-
rine ait spesifik bantlar sadece 1 hindide (%2), MM 
ve MS etkenlerine ait spesifik bantlar ise 3 hayvanda 

(%6) görüldü. Numunelerin hiçbirinde, üç etkene ait 
spesifik bant oluşumu beraber izlenmedi (Şekil 1, 
Şekil 3).

Minimum tespit limitinin belirlenmesi için yapı-
lan çalışmanın sonucunda, mikrolitrede 10ng DNA 
konsantrasyonu, kullanılan multipleks PCR için her 3 
etkenin de beraber tanımlanabileceği en düşük mik-
tar olarak tespit edildi (Şekil 4). 

Şekil 1. Multipleks PCR testi sonucunda örneklerin jel elektroforez görüntüsü 1- Marker (Mid range ladder 
2000bp) 2- Referans DNA’ları içeren Miks Pozitif kontrol, 3- MM pozitif numune 4- MS pozitif numune 5- 
MG pozitif numune 6- MG+MM pozitif numune 7- MM+MS pozitif numune 8- MG+MS pozitif numune 
9- Negatif kontrol

Şekil 2. Tavuk numuneleri için (n=50) multipleks PCR bulguları grafiği. 
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Şekil 3. Hindi numuneleri için (n=50) multipleks PCR bulguları grafiği.

Şekil 4. Multipleks PCR testi ile minimum tespit limitinin belirlenmesi için elde dilen jel elektroforez gö-
rüntüsü 1- Marker (Mid range ladder 2000bp) 2- 50ng DNA konsantrasyonu 3- 25ng DNA konsantrasyonu 
4- 10ng DNA konsantrasyonu 5- 100 pg DNA konsantrasyonu 6- 10 pg DNA konsantrasyonu 7- Negatif 
kontrol

Tartışma ve Sonuç
Araştırıcılar patojenik mikoplazma türlerinden MG 
için tavuklarda CRD, hindilerde ise IS ye neden olan 
ve ayrıca sülün, keklik, tavus kuşu ve bıldırcınlarda 
da infeksiyonlara yol açan, subklinik enfeksiyonlar-
da özellikle de tavuklarda Avibacterium paragallina-
rum, infeksiyöz bronşitis virusu ve Escherichia coli ile 
ko-infeksiyonlar oluşturarak sonuçta büyük kayıpla-
ra yol açabilen bir mikoplazma türü olduğunu, ayrı-
ca MG’ye bağlı infeksiyonların, diğer kanatlı mikop-
lazma infeksiyonları içinde, kanatlı sektöründeki da-
mızlık, yumurtacı ve broyler işletmelerinin en önemli 
infeksiyonları olarak görüldüğünü bildirmişlerdir. 
Araştırıcılar, MS için tavuk ve hindilerde infeksiyöz 
sinovitis ve üst solunum yollarında hastalıklara se-

bep olabileceğini, diğer bakteriyel ve viral etkenler-
le ve bazen de MI ile miks infeksiyonlar oluşturarak 
şiddetli hastalık tablolarına sebep olduğunu bildir-
mişlerdir. MM için araştırıcılar, etkenin sadece hindi-
lerde hastalık oluşturan bir tür olduğunu, diğer spe-
sifik mikoplazma türlerine benzer şekilde hindilerin 
hava keseleri, trakea ve sinüslerinden rahatlıkla izole 
edilebileceğini vurgulamışlardır (Çarlı 2019). Araştı-
rıcıların da bildirdiği gibi kanatlılarda oldukça ciddi 
infeksiyonlara sebep olan bu mikoplazma etkenleri, 
tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de kanatlı sek-
töründe önemli sorunlara yol açmaktadır (Esendal 
2002; Akan 2008). Bu nedenlerle de bu çalışmada 
adı geçen etkenlerin araştırılması düşünülmüştür.
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Mikoplazma infeksiyonlarını önceden tespit 
etmek, önlem almak, sürüleri ari duruma getirmek 
veya hasta sürülerde erken tedavi ve karantina uy-
gulamaları yaparak kayıpları en aza indirebilmek için 
söz konusu patojen mikoplazma türlerinin tanısına 
yönelik çeşitli yöntemler tanımlanmıştır. Bunların 
içinde, klasik izolasyon ve identifikasyon yöntemi 
uluslararası yetkili otoriteler tarafından mikoplaz-
maların tanısında altın standart yöntem olarak kabul 
edilmektedir (Çarlı 2019; OIE 2021). Ancak bazı araş-
tırıcılar, bu klasik yöntemle ilgili bazı dezavantajları 
bildirmişlerdir. Kleven (1998), mikoplazma etkenleri-
nin besiyerlerinde üretilmeleri sırasında, çok hassas 
olduklarını belirterek sıvı besiyerlerinde glukoz fer-
mentasyonundan dolayı renk değişiminin tespiti ya-
pılır yapılmaz kültürlerin bekletilmeden pasajlanma-
sı gerektiğini vurgulamıştır. Aksi durumda etkenlerin 
pH değişiminden dolayı ölebileceğini belirtmiştir.

Günümüzde kültür yöntemi yerine hızlı tanı için 
moleküler yöntemlerin kullanımı, oldukça yaygın ve 
avantajları sebebiyle çoğu araştırıcı ve tanı labora-
tuvarı tarafından tercih edilen, güvenilir teşhis yön-
temleri olarak karşımıza çıkmaktadır (Zakeri 2016; 
Çarlı 2019; OIE 2021). Öngör ve ark. (2009), besi-
yerinden yapılan PCR testinde, bakteriyel kontami-
nasyon olsa bile oldukça spesifik olarak mikoplazma 
etkenlerinin saptanabileceğini, bu şekliyle de klasik 
kültür yöntemine kıyasla çok daha iyi sonuçlar alın-
dığını bildirmişlerdir. Bazı araştırıcılar, patojen etken-
lerin tespitinde, asemptomatik belirti gösteren hay-
vanlardan veya antibiyotik tedavisi uygulanmış canlı 
hayvanlardan alınan klinik örneklerde ya da vücutta 
fagosite edilmiş halde bulunabilen mikoplazma et-
kenlerinin tespiti için alınan örneklerde, PCR testi ile 
etkenlerin araştırılmasının tanı açısından daha ve-
rimli olabileceğini vurgulamışlardır. Ayrıca, PCR yön-
temi ile patojen etkenin, konakçının immünolojik ya-
nıtından önce saptanmasının mümkün olabileceği, 
böylece PCR yönteminin serolojik testlere göre daha 
avantajlı olduğu bildirilmiştir (Garcia ve ark. 1995; 
Kempf 1998; Gondal ve ark. 2015). Mikoplazmaların 
tanısı için yaptıkları çalışmalarda PCR testini başarılı 
olarak rapor eden geçmişten günümüze çok sayıda 
araştırmacı vardır (Zhao ve Yamamato 1993; Boyle 
ve ark. 1995; Garcia ve ark. 1995; Marouf ve ark. 
2020). Kesler ve ark. (2013), yumurtacı tavuklardan 
aldıkları örneklerin sıvı kültürlerinden yaptıkları PCR 
testinde, canlı hayvanlardan alınan 73 trakeal svab-
tan, 2 işletmeye ait 2 tavukta MG spesifik DNA’la-
rın tespit edildiğini bildirmişlerdir. Tomar ve ark. 
(2017a), solunum yolu enfeksiyonlarının bulunduğu 
92 farklı kanatlı sürüsünden, trakea, akciğer ve hava 
keselerini içeren doksan iki havuzlanmış doku örne-

ğinin toplandığını ve dubleks PCR ile mikoplazma-
lar için incelemeye tabi tutulduğunu bildirmişlerdir. 
Dubleks PCR sonucunda, %27 (25/92) oranında MG, 
%2,1 (2/92) oranında MS ve %1,08 (1/92) oranında 
hem MG hem de MS için pozitif sonuçlar aldıkları-
nı, sonuç olarak, kullandıkları PCR testinin sürülerin 
taranması ve sürveyans için kullanılmasını tavsiye 
etmişler, böylece kanatlılarda patojenik mikoplaz-
ma etkenlerinin yaygınlığının belirlenerek hastalığın 
azaltılması ve vertikal bulaşmayı en aza indirmek için 
de gerekli kontrol önlemlerinin alınması gerekliliğini 
bildirmişlerdir. Tüm bu belirtilenler dikkate alınarak 
bu çalışmada da moleküler test yöntemlerinin söz 
konusu üstünlükleri değerlendirilmiş ve mikoplazma 
etkenlerinin tanısı için PCR testi tercih edilmiştir.

Araştırıcılar çok sayıda mikoplazma etkeninin 
tek seferde analiz edilebileceği multipleks PCR test-
leri dizayn ederek tanı açısından iş yükü, maliyet ve 
zaman konusunda avantaj elde etmeye çalışmışlar-
dır. Garcia ve ark. (1995), MG, MS ve MI için tür spe-
sifik multipleks PCR dizaynını, etkenlerin bilinen 16S 
ribosomal RNA (rRNA) bölümlerine özgü primerler 
kullanarak yaptıklarını bildirmişlerdir. Wang ve ark. 
(1997), spesifik dört mikoplazma etkeni için multip-
leks PCR geliştirmişler ve optimize ettiklerini bildir-
mişlerdir. Mettifogo ve ark. (2015), multipleks PCR 
tekniği ile patojen kanatlı mikoplazma etkenlerinin 
tespit edilmesinde düşük reaktif hacimlerde, yüksek 
duyarlılık, özgüllük ve doğruluk gibi avantajları ile 
rutin teşhiste kullanılabileceğini, kanatlı çiftliklerinin 
izleme programlarında kullanılmak üzere kanatlı tür-
lerinde multipleks PCR ile MG ve MS enfeksiyonuna 
neden olan mikoplazma türleri ve MG-F aşı suşunun 
eşzamanlı olarak tespit edilebileceğini ve multipleks 
PCR testinin ayırıcı, hızlı, hassas ve spesifik bir tanı 
yöntemi olarak kabul edilebileceğini bildirmişlerdir. 
Abd-El-Tawab ve ark. (2020), klinik örneklere uy-
guladıkları multipleks PCR testinin MS ve MG’ nin 
tek bir reaksiyonda eşzamanlı tespitinde duyarlı ve 
spesifik olduğunu belirtmişlerdir. Avantajları sebe-
biyle bu çalışmada da spesifik patojen mikoplazma 
etkenlerinin en kısa sürede ve doğru olarak tespit 
edilebilmesi için bir multipleks PCR testi kurgulan-
mış ve kullanılabilirliği araştırılmıştır. Bu amaçla tanı 
için daha önceden çalışılmış ve başarısı kanıtlanmış 
primerler arasından bant yükseklikleri birbirinden 
oldukça farklı olan primerler tercih edilerek muhte-
mel etyolojik miks durumlarında, bant karışıklığının 
önüne geçilmiş, PCR için reaksiyon bileşenlerinin 
standart olduğu ticari bir multipleks PCR master 
miks kullanılarak da optimizasyon konusunda za-
man kazanılmış ve büyük avantaj elde edilmiştir.



Güllü Yücetepe A ve ark. Klinik semptomlu tavuk ve hindilerden patojen Mikoplazma türlerinin multipleks PCR ile tanımlanması 85

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,	 https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez	 Cilt 33, Sayı 1, 2022, 79-88

Bazı araştırıcılar, kurguladıkları multipleks PCR 
testlerinde, testlerin minimum tespit limitlerini de 
belirlemişlerdir (Wang ve ark. 1997; Stagenborg ve 
ark. 2006; Mettifogo ve ark. 2015). Bulunan değer-
ler genel olarak 1pg ile 1ng DNA miktarı arasında 
bildirilmiştir. Kurgulanan bu çalışmada ise kullanılan 
multipleks PCR için 10ng DNA miktarı, her üç etke-
nin de beraber tespit edilebileceği en düşük DNA 
miktarı olarak belirlenmiştir. Bulunan bu rakam daha 
önceki benzer çalışmalara göre biraz yüksektir. Bu-
nun sebebi, multipleks PCR reçetesinde kullanılan 
döngü sayısının, oluşabilecek non spesifik bantların 
önlenmesi için düşük tutulmasına bağlı olabilir. 

Çok sayıda araştırıcı, klinik semptomlu kanatlı-
larda mikoplazmaların PCR testi ile tanısı için çalış-
malar yapmıştır. (Tomar ve ark. 2017a; Abd-El-Tawab 
ve ark. 2020; Shingade ve ark. 2020). Bu çalışmada 
da klinik olarak semptom gösteren kanatlılardan 
patojen mikoplazma etkenlerinin muhtemel iden-
tifikasyonu için tespit oranı arttırılmış, uygulanan 
multipleks PCR testinin tanı performansı incelen-
miştir. Ayrıca klinik semptomlu kanatlıların seçilmesi, 
uyguladığımız multipleks PCR testi açısından “çeşitli 
mikroorganizmaların bulunduğu ve daha karmaşık 
bir mikrobiyal ortamdan” spesifik mikoplazma et-
kenlerinin tanısı için doğal çalışma olanağı sunmuş-
tur. Elde edilen sonuçlar, uyguladığımız multipleks 
PCR testinin, benzer çalışmalar için de tanı amacıyla 
kullanılabilirliğini göstermiştir. Bu çalışmayı farklı bir 
açıdan değerlendirecek olursak, benzer klinik semp-
tomlara rağmen, negatif sonuçlanan multipleks PCR 
testleri de, semptomların farklı infeksiyöz nedenlerle 
oluşabileceğini ve bunların da aslında azımsanmaya-
cak çoğunlukta olabileceğini düşündürmektedir. Bu 
sebeple benzer klinik tabloları oluşturan diğer has-
talıklar yönüyle de çalışmaların yapılması, önlemle-
rin belirlenmesi açısından yararlı olacaktır. Ayrıca bu 
çalışmada, sadece mikoplazma etkenleri araştırılmış, 
mikoplazmalarla ko-infeksiyon yapan diğer etkenle-
rin tespiti için çalışılmamıştır. Ancak fakültemize ge-
tirilen kanatlılarda görülen çok hafiften ağıra olacak 
şekildeki klinik tablo farklılıkları, mikoplazmaların 
içinde olduğu infeksiyonların aslında farklı etkenler-
le de miks olabileceğini, klinik tablonun da bu se-
beple değişken olabileceğini (Arda 1984; Kleven ve 
ark. 2004; Çarlı 2019) düşündürmektedir. Bu konuda 
da ayrı bir çalışma yapılması, bölgede mikoplazma-
lara eşlik eden etkenlerin de tanımlanması, koruma 
ve kontrol tedbirleri için faydalı olabilir. 

Araştırıcıların çalışmaları sonucunda, işletmeler-
de ve/veya aynı hayvanda, birden çok patojen mi-
koplazma etkeninin olabileceği bildirilmiştir. Tavuk 
ve hindilerde patojen mikoplazmaların miks enfek-

siyonlarının nadir görülemeyecek seviyede olduğu, 
özellikle hem MG hem de MS ile aynı anda infekte 
olan ticari damızlık tavuk sürülerinin kültür, seroloji 
ve PCR testleri ile ayırt edilmesi ve teşhis edilme-
si gerektiği araştırıcılar tarafından vurgulanmıştır 
(Bradbury ve McClenaghan, 1982, USDA, 1985). 
Buim ve ark. (2009) multipleks PCR tekniği ile yap-
tıkları epidemiyolojik çalışmada, solunum problemli 
kanatlıların bulunduğu yumurtacı tavuk çiftlikleri, 
ticari tavuk işletmeleri ve ticari kanatlı kümeslerin-
den aldıkları 1046 svab örneğinden MG, MG-F ve 
MS etkenlerini aynı anda tespit etmişler, bu oranları 
yumurtacı tavuk çiftliklerinde %27.27, ticari tavuk iş-
letmelerinde %1.05, ticari kanatlı kümeslerinde ise % 
37.14 olarak belirlemişlerdir. Tomar ve ark. (2017a), 
yaptıkları çalışmada PCR testi ile aynı hayvana ait 
numunede 2 farklı mikoplazma etkenini miks ola-
rak tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Abd-El-Tawab 
ve ark. (2020), solunum belirtilerinin olduğu kanatlı 
hayvan işletmelerinde, MS ve MG tespiti için yap-
tıkları çalışmada, etkenlerin aynı işletmede beraber 
bulunabileceklerini belirterek, böylece işletmelerde 
her iki etkeninde olduğu miks infeksiyonların hakim 
olduğunu göstermişlerdir. Marouf ve ark. (2020), 
çalışmalarında bir yumurta kesesi örneğinden elde 
ettikleri izolatların PCR analizini yapmışlar, aynı anda 
MS ve MG etkenlerinin her ikisi için pozitif sonuç 
aldıklarını, böylece her iki infeksiyonun aynı anda 
bulunabileceğini bildirmişlerdir. Çalışmamızda da, 
uyguladığımız multipleks PCR testiyle çok sayıda 
ve aynı hayvanda bulunmak üzere miks mikoplaz-
ma türlerinin (2’li miksler) varlığı belirlenmiştir. Bu 
durum, çok çeşitli patojen mikoplazma etkenlerinin 
aynı işletmede olmasını akla getirmektedir. Miks ora-
nının yüksek olması, örneklerimizin rastgele değil, 
klinik semptomlu hasta hayvanlardan temin edilmiş 
olmasıyla birlikte test edilen bu kanatlıların geldiği, 
bölgemizde faaliyet gösteren profesyonel olmayan 
işletmelerin, başka bir ifadeyle halk elindeki kanatlı 
işletmelerinin yönetim eksikliklerine bağlı olabilir. 

MG ve MS etkenlerinin tespiti için yapılan araş-
tırmalarda, kanatlı hayvanlarda bulunma oranları 
açısından etkenler için farklı sonuçlar elde edilmiştir. 
Abd-El-Tawab ve ark. (2020), yapmış oldukları ça-
lışmanın sonunda, MS’yi, tavuklarda en sık görülen 
mikoplazma etkeni olarak tespit etmişlerdir. Paralel 
olarak Rajkumar ve ark. (2018), farklı bölgelerden 
toplam 26 kanatlı sürüsünde (n=309) MG ve MS 
enfeksiyonunun hala önemli bir sorun olduğunu ve 
PCR ile tespit edilen prevalansın MS için %33, MG 
için %11.65 bulunduğunu ve MS prevalansının daha 
yüksek seyrettiğini bildirmişlerdir. Bu çalışmaların 
aksine Tomar ve ark. (2017a), uyguladıkları dubleks 
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PCR sonucunda, %27 oranında MG, %2.1 oranında 
MS için pozitif sonuç aldıklarını belirterek MG için 
yaygınlığı göstermişlerdir. Marouf ve ark. (2020), 
çoğunluğunu tavukların oluşturduğu değişik tür-
den kanatlılardan aldıkları numunelerde, PCR testi 
ile yürüttükleri çalışmalarında, MG için %53.7, MS 
için %24.3 oranında pozitif sonuç elde etmişlerdir. 
Yaptığımız bu çalışmada ise, MG varlığı tavuklarda 
küçük bir farkla daha yüksek oranda tespit edilirken, 
hindilerde ise MG ve MS etkenlerinin varlıkları eşit 
miktarda tespit edilmiştir. Araştırıcıların sonuçları 
arasında farkların oluşmasında örnekleme yapılan 
hayvan sayılarının da etkili olduğu düşünülmektedir. 
Tomar ve ark. (2017b), bu hususla ilgili yaptıkları de-
ğerlendirmede, MG ve MS için mikoplazmoz preve-
lansının düşük veya yüksek olmasını numune tipine, 
numune toplama mevsimine, numune alma yönte-
mine, sürveyans programındaki farklılığa, hastalığın 
vertikal bulaşmasına ve kanatlı çiftliklerinde sürve-
yans programının olmamasına bağlamaktadır. Türki-
ye’deki kanatlılarda, mikoplazma etkenlerine yönelik 
yapılan benzer çalışmalarda, etkenlerin bulunma 
sıklığının %8.3 ile %16.3 oranları arasında seyrettiği 
belirtilmiştir (Ülgen 1991, Akan 2008). Bu çalışma-
da bulunan sonuçlar, tavuklarda %32, hindilerde ise 
%58 dir. Bu oranlar, daha önce belirtilen oranların 
üzerindedir. Bunun sebebi, yukarıda anlatılan ve et-
kenlerin tespit edilebilirliklerindeki oransal farklılık-
lara sebep olan faktörler olabileceği gibi, ilave ola-
rak, bu çalışmada klinik semptomlu ve profesyonel 
olmayan halk elindeki kanatlıların tanı için seçilmiş 
olmasından ve ayrıca bu çalışmanın bölgesel bir ni-
telik taşıyor olmasından da kaynaklanabilir.  

Genel olarak MM, hindilere özgü bir patojen 
olarak kabul edilmiş (Yamamato 1965; Kleven 2003; 
Öngör ve ark. 2009; Çarlı 2019), MM ve MI etken-
lerinin hindilerdeki varlığı çok sayıda çalışmada 
araştırılmış, bu amaçla PCR testi yoğun olarak kul-
lanılmıştır. Zhao ve Yamamato (1993), yaklaşık 850 
bp büyüklükte bant veren MM spesifik primerler 
kullanarak, 17 MM ve diğer kanatlı mikoplazma tür-
lerinden 16’sı ile PCR testi yapmışlar, sonuç olarak 
testin oldukça hassas olduğuna vurgu yaparak tanı-
da kullanılabileceğini çalışmalarında bildirmişlerdir. 
Boyle ve ark. (1995), yaptıkları çalışmada, hindiler-
de spesifik etkenler olarak kabul edilen MM ve MI 
için sırasıyla 424 bp ve 427 bp büyüklüğünde bant 
oluşturan, söz konusu etkenlerin 16S rRNA bölge-
sinden primerler geliştirdiklerini ve bu primerlerle 
birlikte saha izolatları ve referans suşların tanısı için 
çalışmalar yaptıklarını, sonuçta uyguladıkları PCR 
analizi ile kültür metodunun aynı sonuçları verdiğini, 
bu şekilde PCR kullanımının kültür yöntemine göre 

çok kısa zamanda ve avantajlı olarak tanıyı sağlaya-
cağını bildirmişlerdir. Bu çalışmada da MM için 424 
bp büyüklüğünde bant veren primerler seçilmiş ve 
diğer araştırmalarda tavsiye edildiği gibi tanı için 
kullanılmış ve başarılı sonuçlar alınmıştır. Ayrıca 
kullandığımız multipleks PCR testi, kurguladığımız 
şeklini değiştirmeden, MM için spesifik primer çif-
tini de içerecek şekilde, sadece hindilerden alınan 
inceleme örneklerine değil, tavuklardan alınan ince-
leme örneklerine de uygulanmış, ancak MM sadece 
hindilerde tespit edilmiştir. Tavuk numunelerinde 
bu etkene rastlanılamamıştır. Bu sonuç daha önce 
yapılan ve çoğu araştırıcının belirttiği şekilde genel 
kabule uygun olarak etkenin hindilere özgü olduğu 
sonucunu desteklemektedir. Ancak tüm bu bilinen-
lerin aksine Khiari ve ark. (2011), bir hindi yetiştirme 
ünitesinin yakınında bulunan ve klinik mikoplazmoz 
belirtileri gösteren (solunum sistemi semptomları ve 
performans düşüklüğü) tavuklarda yaptıkları araştır-
mada, aldıkları trakeal sürüntülerden ilk defa olmak 
üzere 10 adet MM saha suşunu klasik kültür yönte-
mi kullanarak izole ettiklerini bildirmişlerdir. Bu du-
rum araştırmalarda tavukların da MM infeksiyonları 
açısından değerlendirilmesini gerekli kılmaktadır. 
Çalışmamızda, MM spesifik primer içeren PCR test 
kurgusunun tavuklar için değiştirilmemiş olmasının 
ve etkenin tavuklarda da araştırılmasının bir sebebi 
de bu durumdur. 

Bazı araştırıcılar, MM ve MI etkenlerinin kümes-
lerde vertikal olarak bulaşması ve hindi konakçıları-
na özgü olmalarına rağmen, diğer patojenik mikop-
lazma etkenlerine oranla daha az rastlanıldığını ve 
hatta bazı batı Avrupa ülkelerinde endemik seviye-
de kaldığını belirtmişlerdir (Miller 1994; Stipkovits 
ve Kempf 1996) Bu çalışmadaki bulgular da önceki 
çalışmalara uygun olarak diğer etkenlere oranla az 
sayıda MM tespitiyle sonuçlanmıştır.

Bu çalışma sonucunda, Şanlıurfa bölgesindeki 
kanatlı hayvanlarda patojenik mikoplazma etken-
lerinin mevcudiyeti, kanatlı türlerindeki dağılımı ve 
bölgedeki semptom gösteren kanatlılarda mikop-
lazma infeksiyonunun yaygınlığı hakkında ön bilgi-
ler edinilmiştir. Tanı yöntemi olarak dizayn ettiğimiz 
multipleks PCR testi için, daha önce çalışılmış ve 
güvenilir primerler seçilerek ve ticari bir multipleks 
master miks kullanılarak optimizasyon ve standardi-
zasyon problemleri büyük oranda ortadan kaldırıl-
mıştır. Ancak alınan sonuçlar her ne kadar sorunsuz 
olarak karşımıza çıksa da, bu testin rutin tanı testi 
olarak güvenle kullanılması için diğer testlerde oldu-
ğu gibi, sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesinin 
yanında, validasyonu için de çalışmaların kurgulan-
ması oldukça önemlidir. 
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Sonuç olarak, kurgulanan multipleks PCR ile 
MM, MS ve MI etkenlerinin moleküler tanısı, direkt 
sıvı besiyerlerinden ve aynı anda olacak şekilde ger-
çekleştirilmiştir. Tavuk numunelerinin %32’sinde, 
hindi numunelerinin ise %58’inde en az bir mikop-
lazma etkeni tanımlanabilmiştir. Üç farklı mikoplaz-
ma türünün çalışıldığı evcil kanatlılarda, bu 3 etkenin 
miks olduğu herhangi bir duruma rastlanılamamıştır. 
Miks infeksiyonlar açısından en fazla MG+MS bir-
likteliğine rastlanılmış, etkenler tek olarak ele alın-
dığında ise her iki kanatlı türünde de ilk sırada MG, 
daha sonra da MS etkeni baskın mikoplazma türleri 
olarak tespit edilmiştir. MM etkeninin varlığına sade-
ce hindilerde rastlanılmıştır. Bu çalışma ile Şanlıurfa 
bölgesindeki işletmelerde mikoplazma infeksiyon-
larının mevcudiyeti belirlenerek hastalık için bir far-
kındalık oluşturulmuş, tehlikenin boyutları hakkında 
öngörü sahibi olunmuştur. İnfeksiyonların engel-
lenmesi, bulaşmanın önüne geçilmesi ve hastalıkla 
mücadele edilmesi için ivedilikle önlemlerin alınması 
gerektiği düşünülmektedir. 

Deney hayvanları kullanımı etik kurulu ve diğer 
etik kurul kararları ve izinler: Bu çalışmada etik 
kurul iznine gerek yoktur.
Teşekkür: Pendik Veteriner Kontrol Enstitüsü OIE 
Mycoplasma Referans Teşhis Laboratuvarı Şefi Dr. 
Ümit Özdemir’e katkılarından dolayı teşekkür ederiz.
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