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Ozet: Bu calismada amac, Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synovia (MS) ve Mycoplasma meleagridis
(MM) etkenlerini bir multipleks PCR y&ntemiyle tek seferde tanimlamak ve bu yéntemin rutin teshiste kullanilabilirligini
arastirmaktir. Calismada laboratuvara getirilen ve klinik belirtileri mikoplazma infeksiyonlari ydoniinden stpheli, tavuk
ve hindilerden aseptik sartlarda alinan toplam 100 svab 6rnegi kullanildi. Bu 6rnekler Frey's besiyerinde inkibe edildi
ve buradan DNA ekstraksiyonu yapildi. Yapilan multipleks PCR testi sonucunda tavuklarda (n=50) MG ve MS igin
sirastyla 9 (%18) ve 5 (%10) pozitiflik saptandi. 2 tavukta (%4) hem MG hem de MS beraber pozitif bulundu. Tavuk
numunelerinin hicbirinde MM icin spesifik bant olusumu tespit edilmedi. Hindilerde ise (n=50) MG, MS ve MM icin
pozitif hayvan sayisi sirasiyla 6 (%12), 4 (%8) ve 3 (%6) olarak tespit edildi. MG ve MS bantlarinin beraber tespit
edildigi hindi sayisi 12 (%24) iken, 1 hindide (%2) MG ve MM, 3 hindide ise (%6) MM ve MS etkenleri beraber izlendi.
Numunelerin hi¢birinde U etkene ait spesifik bant olusumu gézlenmedi. Sonug olarak Sanlurfa bélgesinde kanatli
tlrlerine ait dnemli patojen mikoplazma etkenlerinin bulundugu, multipleks PCR testi ile kisa siirede ve yiiksek
duyarlilikta cok sayida etkenin ayni anda ve daha hizl tespitinin saglandigi ayrica koruma ve kontrol énlemlerinin
alinmasinda basariyla kullanilabilecegi sonucuna varild.

Anahtar kelimeler: identifikasyon, kanatli 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 Sanliurfa. 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

zeri organizma (PPLO) olarak tanimlanmistir (Davis

Giris

Mollicutes sinifi, Mycoplasmataceae ailesinde yer
alan mikoplazmalar, prokaryotlarin en kuctk utye-
sidir. Sigirlarda bulasici bir hastalik olan kontagi-
y6z ploropndmoninin etkeni olarak ilk defa 1898
yilinda izole edilmiglerdir. Solunum sistemine yer-
lesen etkenler, sonraki yillarda pléropnémoni ben-

ve ark. 1973; Mendonca ve ark. 2000). Kanatlilarda
patojenik mikoplazma etkenlerinin meydana getir-
digi mikoplazmoz ilk olarak hindilerde 1926 yilinda,
daha sonra da tavuklarda 1936 yilinda tanimlan-
mistir (Charlton ve ark. 1996). Glinimuzde, kanatli
hayvanlarda hastaliga neden olan farkli mikoplazma
etkenlerinin oldugu bilinse de (Carli 2019; OIE 2021),
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kanatlilarda baskin olarak bulunan mikoplazma tir-
leri, Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma
synovia (MS), Mycoplasma meleagridis (MM) ve
Mycoplasma iowae (MI) dir (Songer ve Post 2012).
Tavuk ve hindilerde MG ve MS, hindilerde ise MM
ve M, ticari kanatl isletmelerinde, dnemli ekono-
mik kayiplara yol agcan patojenik mikoplazma tirleri
olarak bildirilmistir. (Bradbury 2001). Bu etkenler-
den de MG ve MS, epidemiyolojik olarak en dnemli
tlrlerdendir ve Ozellikle evcil kanatlilarda meydana
getirdikleri hastaliklarin tim diinyada yaygin olmasi
yonuyle, Diinya Hayvan Saghgi Orgiitii (OIE) liste-
sinde de yer almaktadir (OIE 2021). MG, tavuklarda
kronik solunum yolu hastaligi (Chronic Respiratory
Disease, CRD), hindilerde ise infeksiyoz siniizitis (IS)
olarak bilinen hastalik tablolarini olusturur. MS ise
tavuk ve hindilerde infeksiydz synovitise ve kanat-
hlarda st solunum yollari problemlerine neden ol-
maktadir. MS ayrica, yumurtaci tavuklarda yumurta
verimini ve kalitesini de bozar (Carli 2019). Bu hasta-
hklar tavuk ve hindilerde dnemli ekonomik kayiplara
yol acarlar (Charlton ve ark. 1996). MM ise ilk defa
1965 yilinda hindilerin hava kesesi infeksiyonlarin-
dan tanimlanmis, hindilerde ve diger kanatlilarda
patolojik lezyonlar olusturabilen, fakat tavuklarda
patolojik lezyonlara sebep olmayan bir mikoplazma
tarG olarak belirlenmistir (Yamamoto ve ark. 1965).
Etken, genc hindilerde solunum yollari hastaligina
neden olurken bunun yaninda, gelismenin durmasi,
zayif tiylenme ve ayak problemleri ile de iligkili bu-
lunmustur (Songer ve Post 2012).

Kanatlilardaki mikoplazma infeksiyonlarinin,
direkt temasla, etkeni iceren diski ve akintilar, toz,
damlaciklar, kontamine ekipman, yem, su, infekte
kuslar, rodent ve etkeni iceren glibrelerle horizontal
olarak bulasabilecedi cevresel numunelerden yapi-
lan analizler ve deneysel bir kurguyla gosterilmis,
ayrica damizlik anaglarin yumurtalarindan civcivle-
re ise vertikal olarak bulasabilecegi ve sirl icinde
cok hizh bir yayilim gosterebilecegi arastiricilar ta-
rafindan belirtilmistir (Marois ve ark. 2002). Bulas-
ma gulict ylksek bu etkenlerin tanisi ve infeksiyonun
teshisi bu noktada oldukca 6nemlidir. Mikoplazma-
larin tanisinda klasik kdltir metodu, altin standart
yontem olarak kabul edilmis olsa da, serolojik me-
todlar ve molekuler olarak da Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PCR), teshiste siklikla tercih edilmektedir.
Kiltlr yonteminin uzun strmesi ve kontaminasyon
riskinin ylksek olmasi, serolojik testlerde ise capraz
reaksiyonlar sonucu hatali pozitif veya negatif so-
nuclarin alinmasi, etkenlerin teshisi asamasinda PCR
temelli molekdler tani yontemlerini, digerlerine gore
daha kullanish hale getirmektedir (Marois ve ark.

2002; Buim ve ark. 2009; OIE 2021). infeksiyondan
sliphe edilen canli veya yeni 6Imis hayvanlardan ya
da oldikten hemen sonra dondurulmus hayvanlar-
dan, doku, organlar ve solunum yolu eksudatlarin-
dan svab alinarak, mikoplazmalarin tanisi icin ince-
leme 6rnegdi olarak kullanilabilmektedir (Marois ve
ark. 2002; Kleven ve ark. 2004; OIE 2021).

Bu calismada amac, Harran Universitesi Veteri-
ner Fakdltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali laboratu-
varina getirilen, anamnez ve klinik belirtilerine gore
mikoplazmoz slipheli tavuk ve hindilerde MG, MS ve
MM etkenlerini bir multipleks PCR testiyle saptamak
ve bu ydntemin patojen kanath mikoplazmalarinin
rutin teshisinde kullanilabilirligini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem
Klinik 6rnekler

Bu calismada, 2020 yili Temmuz ayindan, 2021 yili
Aralik ayina kadar gecen sure igerisinde, Mikrobiyo-
loji Ana bilim dali laboratuvarina canli veya agoni
halinde getirilen evcil kanatlilardan, cok hafiften
siddetliye degisen derecelerde “semptom gosteren”
anamnez, klinik semptomlar ve nekropsi bulgula-
r yoninden mikoplazmoz stpheli (6ksurik, nazal
ve okiler akinti, infraorbital sinlste sisme, yumurta
veriminde dusuklik, bacak problemleri, istahsizlik
semptomlari ile nekropside hava kesesi yangisi, pe-
rikardit, perihepatit, sinlizit ve bazen artrit lezyonlary,
cesitli yas (7- 36 haftalik) ve cinsiyetteki 50 tavuk ve
50 hindinin, canli olanlarindan agiz-burun akintilari
ve trakealarinin tst bélgelerinden, nekropsi yapilan-
larindan ise ilave olarak trakealarinin derin bdélgele-
rinden, lezyonlu organlardan ve hava keselerinden,
aseptik sartlarda alinan svab 6rnekleri etken tani-
si amaciyla inceleme 6rnegi olarak kullanildi (OIE
2021).

Kiiltiir

Frey Mycoplasma Broth Base (Himedia), Uretici fir-
manin tavsiyesine uygun olarak 500 ml olarak ha-
zirlandiktan sonra otoklav ile 121°C de 15 dk steril
edildi. Besiyeri 50-55°C'ye sogutulduktan sonra be-
siyerine, steril sartlarda, Mycoplasma Supplement G
(Oxoid), son konsantrasyonu %20 olacak sekilde at
serumu (Himedia) ve %1 oraninda Nikotinamid ade-
nin dintkleotid (NAD) (Merck) (Ongér ve ark. 2009)
ilave edilerek Frey's besiyeri hazirlandi. Hazirlanan
besiyeri, 3 ml olarak steril cam tlplere taksim edildi.
Taksim sonrasi, olasi kontaminasyonlarin tespiti icin
gerekli kontroller yapildi ve hazirlanan tipler kulla-
nilincaya kadar 4°C’' de muhafaza edildi. Hayvanlar-
dan alinan svablar besiyerine ekildi ve daha sonra
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her bir kanatl igin bu besiyerleri 37 °C'de, mikroa-
erobik sartlarda, 72 saat inkiibasyona birakildi (Frey
ve ark. 1968; OIE 2021).

DNA ekstraksiyonu

Ekimleri yapilan ve inkubasyona birakilan besiyer-
lerinden, inkubasyon sonunda DNA ekstraksiyonu
yapildi. Bu amagla steril ependorf tiiplerine 1.5 ml
sivi kilttr besiyeri alindi. Stispansiyon, 14.000 x g'de
4°C'de 30 dakika santriflij edildi. Stpernatant kisim
dikkatlice alinarak atildi ve pelet 25 pl ultra saf su ile
stspanse edildi. Tupler, 10 dk kaynatildiktan sonra
buz Gizerinde sogumaya birakildi. Daha sonra 14.000
x g'de 4°C'de 5 dk santrifiij edildi ve DNA'nin bulun-
dugu sltpernatant kisim alinarak test edilene kadar
-20°C’' de saklandi (Liu ve ark. 2001; Tomar ve ark.
2017a).

Referans DNA' lar

MG, MS ve MM icin referans DNA'lar, Pendik Veteri-
ner Kontrol Enstitlisii, Mikoplazma OIE Referans La-
boratuvarindan temin edilerek calismalarda pozitif
kontrol amaciyla kullanildi.

Multipleks PCR

Tek seferde, 3 farkh etkene spesifik 3 gen bolgesi-
nin arastirilmasi amaciyla 6rneklere multipleks PCR
uygulandi. Yontemde ticari master mix (Qiagen,
206143) kullanild.

MG, MS ve MM igin tur spesifik primerler (Tab-
lo 1) 100 uM konsantrasyonda (100 pmol/ul) olacak
sekilde steril ve DNaz / RNaz free PCR grade su ile
sulandirildi ve stok konsantrasyonlar hazirlandi. Her
bir primer igin son konsantrasyon 2 uM (2 pmol/ul)
olacak sekilde kullanildi.

Multipleks PCR karisimi, her bir tlp igin toplam
hacim 25 pl olacak sekilde belirlendi. Bunun igin 12,5
pl Qiagen master miks, 2,5 pl primer karisim, 9 pl su
ve 1 pl kalip DNA icerecek sekilde hazirlandi. Karigim
icerigi, Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific Ark-
tik) cihazinda ¢ogaltildi. Amplifikasyon icin déngdiler,
ticari master miks icerigine uygun olarak yapildi. Bu
amacla 95°C'de 15 dakika baslangi¢ denatlirasyon
isleminden sonra toplam 30 dongi olacak sekilde,
94°C'de 30 saniye (denatiirasyon), 58°C'de 90 sani-
ye (ilk baglanma), 72°C'de 3 dakika (ilk sentez) ve
dongdilerin sonunda, 72°C'de 10 dakika (son sentez)
tutularak amplifikasyon tamamlandi. DNA'larin yi-
rattlmesi icin amplikonlar elektroforeze tabi tutuldu
(Thermo Scientific EC300 XL). Bu amacgla 10 X TAE
(Tris Asetat EDTA) sollsyonu (Fermentas, B49), disti-
le su ile sulandinlarak 1X oraninda kullanildi. Agaroz
jel (Sigma, A9539), %2 konsantrasyonda hazirlan-
di. DNA marker olarak 2000 bp'lik ladder (Qiagen
Gel Pilot Mid Range) kullanild. islemlerin sonunda
goruntileme islemi (Jel goriintileme Major Scien-
ce UVCI-1100) ile yapilarak spesifik bantlarin varligi
arastirildi.

Tablo 1. MS, MM ve MG tanisi icin multipleks PCR testinde kullanilan primerler.

Gen Amplikon

Hedef Mikroorganizma Kullanilan primerler Bolgesi  boyutu (bp) Referans
. F: 5-GAG-AAG-CAA-AAT-AGT-GAT-ATC-A-3'
Mycoplasma synoviae (MS) R 5'-CAG-TCG-TCT-CCG-AAG-TTA-ACA-A-3' 16S rRNA 211 bp (OIE 2021)
- 90F: 5'-CGAGCGAAGTTTTTCGGAAC-3' (Boyle ve ark.
Mycoplasma meleagridis (MM) 4 cqp- 5/ GGTACCGTCAGGATAAATGC-3' 165 RNA 424 bp 1995)
— F: 5-GGAGTTAGCTTTGTGTTCTCGG-3' ) (Rajkumar ve
Mycoplasma gallisepticum (MG) ' . &, s AGTTCATGCGGTTTGGACC-3! el UEE LT ark.2019)

Minimum tespit limitinin belirlenmesi

Kullanilan multipleks PCR'nin minimum tespit limi-
tini belirleyebilmek icin her 3 etkene ait referans
DNA'larin miktarlari spektrofotometrik olarak &l-
culdu (Thermo, NanoDrop1000) ve DNA konsant-
rasyonlari esit olacak sekilde karistirildi. Olusturu-
lan stok karisim, mikrolitresinde 50ng, 25ng, 10ng,
100pg, 10pg DNA igrecek konsantrasyonlarda su-
landirilarak multipleks PCR'de tespit limitinin belir-
lenmesi amaciyla kullanildi (Wang ve ark. 1997; Met-
tifogo ve ark. 2015).

Bulgular

Tavuk numunelerinin multipleks PCR analizi sonu-
cunda, 50 tavugun 16'sinda (%32) incelenen etken-
lerden en az birine ait spesifik bant olusumu tespit
edildi. Bu etkenler iginde, 9 tavuk (%18) MG icin po-
zitif bulunurken, MS icin 5 tavuk (%10) pozitif bulun-
du. Hem MG hem de MS'nin beraber bulundugu 2
pozitif hayvan (%4) tespit edildi. Tavuk numuneleri-
nin hi¢birinde MM igin spesifik bant olusumu tespit
edilmedi (Sekil 1, Sekil 2).

Hindi numunelerinin multipleks PCR analizi so-
nucunda, 50 hindinin 29'unda (%58) arastirilan et-
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kenlerden en az birisine ait spesifik bant olusumu
izlendi. Test edilen 50 hindi icinde, MG, MS ve MM
icin pozitif hayvan sayisi sirasiyla 6 (%12), 4 (%8) ve
3 (%6) olarak bulundu. Ayni hayvanda, birden ok
etkenin beraber bulundugu sonugclar degerlendiril-
diginde, 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) goruldi. Numunelerin hicbirinde, (i¢ etkene ait
spesifik bant olusumu beraber izlenmedi (Sekil 1,
Sekil 3).

Minimum tespit limitinin belirlenmesi icin yapi-
lan ¢alismanin sonucunda, mikrolitrede 10ng DNA
konsantrasyonu, kullanilan multipleks PCR icin her 3
etkenin de beraber tanimlanabilecegi en disiik mik-
tar olarak tespit edildi (Sekil 4).

12 3de5¢6 7 8 9 10

Sekil 1. Multipleks PCR testi sonucunda orneklerin jel elektroforez goriinttisi 1- Marker (Mid range ladder
2000bp) 2- Referans DNA'ari iceren 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

50

40

30

20
9(%18)

10 5 (%210)

o e
MG MS

0 2 (%4) 0
o — —
MM MG+MS MG+MS+MM

Sekil 2. Tavuk numuneleri icin (n=50) multipleks PCR bulgulari grafigi.
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S0
40
30
20
%
L 4 (%8) 3 (%6)
, 1R - e
MG MS MM

12 (%24)
. 1(%2) 3 (%6) 0
—_— [ —1
MG+MS MG+MM MS+MM MG+MS+MM

Sekil 3. Hindi numuneleri icin (n=50) multipleks PCR bulgular grafigi.

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

800 bp

424 bp
211 bp

Sekil 4. Multipleks PCR testi ile minimum tespit limitinin belirlenmesi igin elde dilen jel elektroforez go-
rinttsu 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

Tartisma ve Sonug

Arastiricilar patojenik mikoplazma turlerinden MG
icin tavuklarda CRD, hindilerde ise IS ye neden olan
ve ayrica sllun, keklik, tavus kusu ve bildircinlarda
da infeksiyonlara yol agan, subklinik enfeksiyonlar-
da 6zellikle de tavuklarda Avibacterium paragallina-
rum, infeksiy®z bronsitis virusu ve Escherichia coli ile
ko-infeksiyonlar olusturarak sonugta buyuk kayipla-
ra yol acabilen bir mikoplazma tlrt oldugunu, ayri-
ca MG'ye bagl infeksiyonlarin, diger kanatl mikop-
lazma infeksiyonlari iginde, kanatli sektdriindeki da-
mizlk, yumurtaci ve broyler isletmelerinin en 6nemli
infeksiyonlari olarak goéruldigind bildirmislerdir.
Arastiricilar, MS icin tavuk ve hindilerde infeksiyoz
sinovitis ve Ust solunum yollarinda hastaliklara se-

bep olabilecegini, diger bakteriyel ve viral etkenler-
le ve bazen de Ml ile miks infeksiyonlar olusturarak
siddetli hastalik tablolarina sebep oldugunu bildir-
mislerdir. MM icin arastiricilar, etkenin sadece hindi-
lerde hastalik olusturan bir tir oldugunu, diger spe-
sifik mikoplazma turlerine benzer sekilde hindilerin
hava keseleri, trakea ve sinuslerinden rahatlikla izole
edilebilecegini vurgulamislardir (Carli 2019). Arasti-
ricilarin da bildirdigi gibi kanathlarda oldukga ciddi
infeksiyonlara sebep olan bu mikoplazma etkenleri,
tim dinyada oldugu gibi Tirkiye'de de kanatli sek-
térinde 6nemli sorunlara yol agmaktadir (Esendal
2002; Akan 2008). Bu nedenlerle de bu calismada
adi gecgen etkenlerin arastiriimasi distintlmdstur.
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Mikoplazma infeksiyonlarini dnceden tespit
etmek, dnlem almak, strdleri ari duruma getirmek
veya hasta surilerde erken tedavi ve karantina uy-
gulamalari yaparak kayiplari en aza indirebilmek igin
s6z konusu patojen mikoplazma tirlerinin tanisina
yonelik cesitli yontemler tanimlanmistir. Bunlarin
icinde, klasik izolasyon ve identifikasyon ydntemi
uluslararasi yetkili otoriteler tarafindan mikoplaz-
malarin tanisinda altin standart yontem olarak kabul
edilmektedir (Carli 2019; OIE 2021). Ancak bazi aras-
tiricilar, bu klasik yontemle ilgili bazi dezavantajlari
bildirmislerdir. Kleven (1998), mikoplazma etkenleri-
nin besiyerlerinde Uretilmeleri sirasinda, ¢ok hassas
olduklarini belirterek sivi besiyerlerinde glukoz fer-
mentasyonundan dolayi renk degisiminin tespiti ya-
pilir yapilmaz kultirlerin bekletiimeden pasajlanma-
si gerektigini vurgulamistir. Aksi durumda etkenlerin
pH degisiminden dolay dlebilecegini belirtmistir.

GUnimuzde kilttr yontemi yerine hizl tani igin
molekuler ydntemlerin kullanimi, oldukca yaygin ve
avantajlan sebebiyle cogu arastirici ve tani labora-
tuvar tarafindan tercih edilen, giivenilir teshis yon-
temleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Zakeri 2016;
Carli 2019; OIE 2021). Ongér ve ark. (2009), besi-
yerinden yapilan PCR testinde, bakteriyel kontami-
nasyon olsa bile oldukca spesifik olarak mikoplazma
etkenlerinin saptanabilecegini, bu sekliyle de klasik
kdltur yontemine kiyasla ¢ok daha iyi sonuglar alin-
digini bildirmislerdir. Bazi arastiricilar, patojen etken-
lerin tespitinde, asemptomatik belirti gdsteren hay-
vanlardan veya antibiyotik tedavisi uygulanmis canli
hayvanlardan alinan klinik 6rneklerde ya da vicutta
fagosite edilmis halde bulunabilen mikoplazma et-
kenlerinin tespiti icin alinan drneklerde, PCR testi ile
etkenlerin arastirilmasinin tani acisindan daha ve-
rimli olabilecegini vurgulamiglardir. Ayrica, PCR yon-
temi ile patojen etkenin, konakg¢inin immiinolojik ya-
nitindan 6nce saptanmasinin mimkin olabilecegi,
bdylece PCR yonteminin serolojik testlere gore daha
avantajli oldugu bildirilmistir (Garcia ve ark. 1995;
Kempf 1998; Gondal ve ark. 2015). Mikoplazmalarin
tanisi icin yaptiklari calismalarda PCR testini basarili
olarak rapor eden ge¢misten glinimiize ¢ok sayida
arastirmaci vardir (Zhao ve Yamamato 1993; Boyle
ve ark. 1995; Garcia ve ark. 1995; Marouf ve ark.
2020). Kesler ve ark. (2013), yumurtaci tavuklardan
aldiklari 6rneklerin sivi kilttrlerinden yaptiklari PCR
testinde, canh hayvanlardan alinan 73 trakeal svab-
tan, 2 isletmeye ait 2 tavukta MG spesifik DNA'a-
rin tespit edildigini bildirmislerdir. Tomar ve ark.
(2017a), solunum yolu enfeksiyonlarinin bulundugu
92 farkli kanath strtstnden, trakea, akciger ve hava
keselerini iceren doksan iki havuzlanmis doku érne-

ginin toplandigini ve dubleks PCR ile mikoplazma-
lar icin incelemeye tabi tutuldugunu bildirmislerdir.
Dubleks PCR sonucunda, %27 (25/92) oraninda MG,
%2,1 (2/92) oraninda MS ve %1,08 (1/92) oraninda
hem MG hem de MS igin pozitif sonuclar aldiklari-
ni, sonug olarak, kullandiklari PCR testinin surilerin
taranmasi ve slrveyans icin kullanilmasini tavsiye
etmisler, bdylece kanatlilarda patojenik mikoplaz-
ma etkenlerinin yayginhginin belirlenerek hastahgin
azaltilmasi ve vertikal bulasmayi en aza indirmek icin
de gerekli kontrol dnlemlerinin alinmasi gerekliligini
bildirmislerdir. Tim bu belirtilenler dikkate alinarak
bu calismada da molekiler test yontemlerinin séz
konusu Ustinlikleri degerlendirilmis ve mikoplazma
etkenlerinin tanisi icin PCR testi tercih edilmistir.

Arastiricilar ¢cok sayida mikoplazma etkeninin
tek seferde analiz edilebilecedi multipleks PCR test-
leri dizayn ederek tani agisindan is yukd, maliyet ve
zaman konusunda avantaj elde etmeye calismislar-
dir. Garcia ve ark. (1995), MG, MS ve Ml igin tir spe-
sifik multipleks PCR dizaynini, etkenlerin bilinen 16S
ribosomal RNA (rRNA) bolimlerine 6zgu primerler
kullanarak yaptiklarini bildirmislerdir. Wang ve ark.
(1997), spesifik dort mikoplazma etkeni igin multip-
leks PCR gelistirmisler ve optimize ettiklerini bildir-
mislerdir. Mettifogo ve ark. (2015), multipleks PCR
teknigi ile patojen kanatli mikoplazma etkenlerinin
tespit edilmesinde dusuk reaktif hacimlerde, yliksek
duyarlilik, 6zgullik ve dogruluk gibi avantajlan ile
rutin teshiste kullanilabilecegini, kanatli giftliklerinin
izleme programlarinda kullanilmak tizere kanath ttr-
lerinde multipleks PCR ile MG ve MS enfeksiyonuna
neden olan mikoplazma turleri ve MG-F asi susunun
eszamanli olarak tespit edilebilecegini ve multipleks
PCR testinin ayirici, hizli, hassas ve spesifik bir tani
yontemi olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir.
Abd-El-Tawab ve ark. (2020), klinik &rneklere uy-
guladiklar multipleks PCR testinin MS ve MG’ nin
tek bir reaksiyonda eszamanli tespitinde duyarli ve
spesifik oldugunu belirtmislerdir. Avantajlari sebe-
biyle bu calismada da spesifik patojen mikoplazma
etkenlerinin en kisa siirede ve dogru olarak tespit
edilebilmesi icin bir multipleks PCR testi kurgulan-
mis ve kullanilabilirligi arastinlmistir. Bu amacla tani
icin daha onceden calisiimis ve basarisi kanitlanmis
primerler arasindan bant yikseklikleri birbirinden
oldukga farkli olan primerler tercih edilerek muhte-
mel etyolojik miks durumlarinda, bant karisikhginin
oniine gecilmis, PCR icin reaksiyon bilesenlerinin
standart oldugu ticari bir multipleks PCR master
miks kullanilarak da optimizasyon konusunda za-
man kazanilmis ve blylk avantaj elde edilmistir.
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Bazi arastiricilar, kurguladiklari multipleks PCR
testlerinde, testlerin minimum tespit limitlerini de
belirlemislerdir (Wang ve ark. 1997; Stagenborg ve
ark. 2006; Mettifogo ve ark. 2015). Bulunan deger-
ler genel olarak 1pg ile Tng DNA miktari arasinda
bildirilmistir. Kurgulanan bu ¢alismada ise kullanilan
multipleks PCR icin 10ng DNA miktar, her g etke-
nin de beraber tespit edilebilecedi en diisik DNA
miktari olarak belirlenmistir. Bulunan bu rakam daha
onceki benzer calismalara gore biraz yuksektir. Bu-
nun sebebi, multipleks PCR recetesinde kullanilan
dongi sayisinin, olusabilecek non spesifik bantlarin
onlenmesi icin distik tutulmasina bagl olabilir.

Cok sayida arastirici, klinik semptomlu kanatli-
larda mikoplazmalarin PCR testi ile tanisi igin calis-
malar yapmistir. (Tomar ve ark. 2017a; Abd-El-Tawab
ve ark. 2020; Shingade ve ark. 2020). Bu calismada
da klinik olarak semptom gosteren kanatlilardan
patojen mikoplazma etkenlerinin muhtemel iden-
tifikasyonu icin tespit orani arttinlmis, uygulanan
multipleks PCR testinin tani performansi incelen-
mistir. Ayrica klinik semptomlu kanatlilarin secilmesi,
uyguladigimiz multipleks PCR testi agisindan “cesitli
mikroorganizmalarin bulundugu ve daha karmasik
bir mikrobiyal ortamdan” spesifik mikoplazma et-
kenlerinin tanisi icin dogal ¢alisma olanagdi sunmus-
tur. Elde edilen sonuglar, uyguladigimiz multipleks
PCR testinin, benzer calismalar igin de tani amaciyla
kullanilabilirligini gostermistir. Bu calismayi farkli bir
acidan degerlendirecek olursak, benzer klinik semp-
tomlara ragmen, negatif sonuclanan multipleks PCR
testleri de, semptomlarin farkli infeksiyoz nedenlerle
olusabilecegini ve bunlarin da aslinda azimsanmaya-
cak cogunlukta olabilecegini distindirmektedir. Bu
sebeple benzer klinik tablolari olusturan diger has-
taliklar yonuyle de calismalarin yapilmasi, dnlemle-
rin belirlenmesi acisindan yararli olacaktir. Ayrica bu
calismada, sadece mikoplazma etkenleri arastiriimis,
mikoplazmalarla ko-infeksiyon yapan diger etkenle-
rin tespiti icin calisiimamistir. Ancak fakiltemize ge-
tirilen kanatlilarda gorilen ¢ok hafiften agira olacak
sekildeki klinik tablo farkliliklar, mikoplazmalarin
icinde oldugu infeksiyonlarin aslinda farkl etkenler-
le de miks olabilecegini, klinik tablonun da bu se-
beple degisken olabilecegini (Arda 1984; Kleven ve
ark. 2004; Carli 2019) dusliindirmektedir. Bu konuda
da ayri bir calisma yapilmasi, bélgede mikoplazma-
lara eslik eden etkenlerin de tanimlanmasi, koruma
ve kontrol tedbirleri icin faydali olabilir.

Arastiricilarin calismalari sonucunda, isletmeler-
de ve/veya ayni hayvanda, birden cok patojen mi-
koplazma etkeninin olabilecegi bildirilmistir. Tavuk
ve hindilerde patojen mikoplazmalarin miks enfek-

siyonlarinin nadir gorilemeyecek seviyede oldugu,
ozellikle hem MG hem de MS ile ayni anda infekte
olan ticari damizlik tavuk surilerinin kultdr, seroloji
ve PCR testleri ile ayirt edilmesi ve teshis edilme-
si gerektigi arastiricilar tarafindan vurgulanmistir
(Bradbury ve McClenaghan, 1982, USDA, 1985).
Buim ve ark. (2009) multipleks PCR teknigi ile yap-
tiklari epidemiyolojik ¢alismada, solunum problemli
kanathlarin bulundugu yumurtaci tavuk ciftlikleri,
ticari tavuk isletmeleri ve ticari kanath kiimeslerin-
den aldiklari 1046 svab 6rneginden MG, MG-F ve
MS etkenlerini ayni anda tespit etmisler, bu oranlari
yumurtaci tavuk ciftliklerinde %27.27, ticari tavuk is-
letmelerinde %1.05, ticari kanatli kimeslerinde ise %
37.14 olarak belirlemislerdir. Tomar ve ark. (2017a),
yaptiklari caismada PCR testi ile ayni hayvana ait
numunede 2 farkli mikoplazma etkenini miks ola-
rak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Abd-El-Tawab
ve ark. (2020), solunum belirtilerinin oldugu kanatl
hayvan isletmelerinde, MS ve MG tespiti icin yap-
tiklari calismada, etkenlerin ayni isletmede beraber
bulunabileceklerini belirterek, boylece isletmelerde
her iki etkeninde oldugu miks infeksiyonlarin hakim
oldugunu gostermislerdir. Marouf ve ark. (2020),
calismalarinda bir yumurta kesesi 6rneginden elde
ettikleri izolatlarin PCR analizini yapmislar, ayni anda
aldiklarini, boylece her iki infeksiyonun ayni anda
bulunabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda da,
uyguladigimiz multipleks PCR testiyle cok sayida
ve ayni hayvanda bulunmak (zere miks mikoplaz-
ma tdrlerinin (2'li miksler) varligi belirlenmistir. Bu
durum, cok cesitli patojen mikoplazma etkenlerinin
ayni isletmede olmasini akla getirmektedir. Miks ora-
ninin ylksek olmasi, drneklerimizin rastgele degil,
klinik semptomlu hasta hayvanlardan temin edilmis
olmasiyla birlikte test edilen bu kanatlilarin geldigi,
bdlgemizde faaliyet gdsteren profesyonel olmayan
isletmelerin, baska bir ifadeyle halk elindeki kanatli
isletmelerinin yonetim eksikliklerine bagli olabilir.

MG ve MS etkenlerinin tespiti icin yapilan aras-
tirmalarda, kanath hayvanlarda bulunma oranlari
acisindan etkenler igin farkli sonuclar elde edilmistir.
Abd-El-Tawab ve ark. (2020), yapmis olduklari ca-
lismanin sonunda, MS'yi, tavuklarda en sik gorilen
mikoplazma etkeni olarak tespit etmislerdir. Paralel
olarak Rajkumar ve ark. (2018), farkli bolgelerden
toplam 26 kanatli sirlsiinde (n=309) MG ve MS
enfeksiyonunun hala énemli bir sorun oldugunu ve
PCR ile tespit edilen prevalansin MS icin %33, MG
icin %11.65 bulundugunu ve MS prevalansinin daha
yuksek seyrettigini bildirmislerdir. Bu calismalarin
aksine Tomar ve ark. (2017a), uyguladiklari dubleks
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PCR sonucunda, %27 oraninda MG, %2.1 oraninda
MS icin pozitif sonug aldiklarini belirterek MG igin
yayginligi gostermislerdir. Marouf ve ark. (2020),
¢ogunlugunu tavuklarin olusturdugu degisik tur-
den kanatlilardan aldiklari numunelerde, PCR testi
ile yuratttkleri calismalarinda, MG icin %53.7, MS
icin %24.3 oraninda pozitif sonug elde etmiglerdir.
Yaptigimiz bu calismada ise, MG varhigi tavuklarda
kicuk bir farkla daha yiksek oranda tespit edilirken,
hindilerde ise MG ve MS etkenlerinin varliklari esit
miktarda tespit edilmistir. Arastiricilarin sonuclari
arasinda farklarin olugmasinda &rnekleme yapilan
hayvan sayilarinin da etkili oldugu distnilmektedir.
Tomar ve ark. (2017b), bu hususla ilgili yaptiklari de-
gerlendirmede, MG ve MS i¢in mikoplazmoz preve-
lansinin dislk veya yiiksek olmasini numune tipine,
numune toplama mevsimine, numune alma ydnte-
mine, stirveyans programindaki farkliliga, hastahgin
vertikal bulagsmasina ve kanath ciftliklerinde surve-
yans programinin olmamasina baglamaktadir. Tarki-
ye'deki kanatlilarda, mikoplazma etkenlerine yonelik
yapilan benzer calismalarda, etkenlerin bulunma
sikhginin %8.3 ile %16.3 oranlari arasinda seyrettigi
belirtilmistir (Ulgen 1991, Akan 2008). Bu calisma-
da bulunan sonuclar, tavuklarda %32, hindilerde ise
%58 dir. Bu oranlar, daha 6nce belirtilen oranlarin
Uzerindedir. Bunun sebebi, yukarida anlatilan ve et-
kenlerin tespit edilebilirliklerindeki oransal farklilk-
lara sebep olan faktorler olabilecedi gibi, ilave ola-
rak, bu calismada klinik semptomlu ve profesyonel
olmayan halk elindeki kanatlilarin tani icin segilmis
olmasindan ve ayrica bu calismanin bdolgesel bir ni-
telik tasiyor olmasindan da kaynaklanabilir.

Genel olarak MM, hindilere 6zgu bir patojen
olarak kabul edilmis (Yamamato 1965; Kleven 2003;
Ong(’ir ve ark. 2009; Carli 2019), MM ve MI etken-
lerinin hindilerdeki varligi c¢ok sayida calismada
arastirilmis, bu amagla PCR testi yogun olarak kul-
lanilmistir. Zhao ve Yamamato (1993), yaklasik 850
bp biyuklikte bant veren MM spesifik primerler
kullanarak, 17 MM ve diger kanatli mikoplazma tir-
lerinden 16'si ile PCR testi yapmislar, sonug olarak
testin oldukga hassas olduguna vurgu yaparak tani-
da kullanilabilecegini calismalarinda bildirmislerdir.
Boyle ve ark. (1995), yaptiklar ¢alismada, hindiler-
de spesifik etkenler olarak kabul edilen MM ve MI
icin sirasiyla 424 bp ve 427 bp buyukliginde bant
olusturan, s6z konusu etkenlerin 16S rRNA bolge-
sinden primerler gelistirdiklerini ve bu primerlerle
birlikte saha izolatlari ve referans suslarin tanisi icin
calismalar yaptiklarini, sonucta uyguladiklari PCR
analizi ile kultir metodunun ayni sonuglari verdigini,
bu sekilde PCR kullaniminin kiltir ydntemine gore

cok kisa zamanda ve avantajli olarak taniy1 saglaya-
cagini bildirmiglerdir. Bu calismada da MM igin 424
bp biyukliginde bant veren primerler secilmis ve
diger arastirmalarda tavsiye edildigi gibi tani igin
kullanilmis ve basarli sonuclar alinmistir. Ayrica
kullandigimiz multipleks PCR testi, kurguladigimiz
seklini degistirmeden, MM icin spesifik primer cif-
tini de icerecek sekilde, sadece hindilerden alinan
inceleme 6rneklerine degil, tavuklardan alinan ince-
leme 6rneklerine de uygulanmis, ancak MM sadece
hindilerde tespit edilmistir. Tavuk numunelerinde
bu etkene rastlanilamamistir. Bu sonu¢ daha once
yapilan ve ¢cogu arastiricinin belirttigi sekilde genel
kabule uygun olarak etkenin hindilere 6zgi oldugu
sonucunu desteklemektedir. Ancak tiim bu bilinen-
lerin aksine Khiari ve ark. (2011), bir hindi yetistirme
Unitesinin yakininda bulunan ve klinik mikoplazmoz
belirtileri gosteren (solunum sistemi semptomlari ve
performans distkligu) tavuklarda yaptiklari arastir-
mada, aldiklari trakeal striintilerden ilk defa olmak
Uzere 10 adet MM saha susunu klasik kiltir yonte-
mi kullanarak izole ettiklerini bildirmislerdir. Bu du-
rum arastirmalarda tavuklarin da MM infeksiyonlari
agisindan degerlendirilmesini gerekli kilmaktadir.
Calismamizda, MM spesifik primer iceren PCR test
kurgusunun tavuklar icin degistirilmemis olmasinin
ve etkenin tavuklarda da arastiriimasinin bir sebebi
de bu durumdur.

Bazi arastiricilar, MM ve MI etkenlerinin kiimes-
lerde vertikal olarak bulasmasi ve hindi konakgilari-
na 6zgl olmalarina ragmen, diger patojenik mikop-
lazma etkenlerine oranla daha az rastlanildigini ve
hatta bazi bati Avrupa Ulkelerinde endemik seviye-
de kaldigini belirtmislerdir (Miller 1994; Stipkovits
ve Kempf 1996) Bu calismadaki bulgular da 6nceki
calismalara uygun olarak diger etkenlere oranla az
sayilda MM tespitiyle sonuclanmistir.

Bu calisma sonucunda, Sanliurfa bélgesindeki
kanatli hayvanlarda patojenik mikoplazma etken-
lerinin mevcudiyeti, kanatli tlrlerindeki dagilimi ve
bolgedeki semptom gosteren kanatlilarda mikop-
lazma infeksiyonunun yayginligi hakkinda on bilgi-
ler edinilmistir. Tani ydntemi olarak dizayn ettigimiz
multipleks PCR testi icin, daha once calisiimis ve
glvenilir primerler secilerek ve ticari bir multipleks
master miks kullanilarak optimizasyon ve standardi-
zasyon problemleri bliylk oranda ortadan kaldiril-
mistir. Ancak alinan sonuclar her ne kadar sorunsuz
olarak karsimiza ciksa da, bu testin rutin tani testi
olarak guivenle kullanilmasi icin diger testlerde oldu-
Ju gibi, sensitivite ve spesifitesinin belirlenmesinin
yaninda, validasyonu icin de calismalarin kurgulan-
masl oldukca dnemlidir.
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Sonug olarak, kurgulanan multipleks PCR ile
MM, MS ve MI etkenlerinin molekuler tanisi, direkt
sivi besiyerlerinden ve ayni anda olacak sekilde ger-
ceklestirilmistir. Tavuk numunelerinin  %32'sinde,
hindi numunelerinin ise %58'inde en az bir mikop-
lazma etkeni tanimlanabilmistir. U¢ farkli mikoplaz-
ma turlnun galisildigi evcil kanatllarda, bu 3 etkenin
miks oldugu herhangi bir duruma rastlanilamamistir.
Miks infeksiyonlar acgisindan en fazla MG+MS bir-
likteligine rastlaniimis, etkenler tek olarak ele alin-
diginda ise her iki kanatli tiriinde de ilk sirada MG,
daha sonra da MS etkeni baskin mikoplazma tirleri
olarak tespit edilmistir. MM etkeninin varligina sade-
ce hindilerde rastlanilmistir. Bu calisma ile Sanliurfa
bdlgesindeki isletmelerde mikoplazma infeksiyon-
larinin mevcudiyeti belirlenerek hastalik icin bir far-
kindalik olusturulmus, tehlikenin boyutlar hakkinda
éngori sahibi olunmustur. infeksiyonlarin engel-
lenmesi, bulasmanin 6nline gecilmesi ve hastalikla
micadele edilmesi icin ivedilikle 6nlemlerin alinmasi
gerektigi dustinilmektedir.

Deney hayvanlari kullanimi etik kurulu ve diger
etik kurul kararlan ve izinler: Bu calismada etik
kurul iznine gerek yoktur.

Tesekkiir: Pendik Veteriner Kontrol Enstitlist OIE
Mycoplasma Referans Teshis Laboratuvar $efi Dr.
Umit Ozdemir’e katkilarindan dolayi tesekkir ederiz.
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