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Mycoplasma gallisepticum, kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde önemli bir hastalık etkeni olarak 

tanımlanmaktadır. Tavuklarda kronik solunum yolu hastalığına, hindilerde enfeksiyöz sinüzite sebep 

olmaktadır. Yüksek mortaliteye sahip olmamasına rağmen diğer hastalıklarla kombine olduğunda büyük 

maddi hasarlara yol açmaktadır. Bu nedenle, etkenin en kısa zamanda ve en doğru yöntemle tespit 

edilmesi önemlidir. 

Bu çalışmada, 300 adet kanatlıya ait svab-doku örnekleri PCR testi, kan serumları ise serolojik 

testler için kullanılmıştır. Lam aglütinasyon testi ile 148 örnek pozitif, 152 örnek ise negatif olarak 

değerlendirilmiştir. ELISA testi ile 128 örnekten pozitif, 172 örnekten ise negatif sonuç elde edilmiştir. 

Svab-doku örneklerinin 180 adedinden M. gallisepticum spesifik DNA izole edilmiştir. Testlerin 

karşılaştırılmasında kullanılan Kappa metodunda, test sonuçları arasında iyi düzeyin üzerinde bir uyum 

saptanmamıştır. PCR pozitif örneklerin önemli bir bölümünü, trakeal svabların oluşturduğu tespit 

edilmiştir. Bu nedenle, hastalığın ileri döneminde yapılan PCR testleri için trakealardan svab alınmıştır. 

Hastalık belirtileri devam eden 100 kanatlıdan 21 gün sonra tekrar trakeal svab ve serum 

örnekleri alınmıştır. Bu örnekler ile gerçekleştirilen lam aglütinasyon testinde, 55 örnek pozitif, 45 örnek 

ise negatif olarak değerlendirilmiştir. ELISA testi ile 55 örnekten pozitif, 45 örnekten ise negatif sonuç 

elde edilmiştir. Svab-doku örneklerinin 75 adedinden M. gallisepticum spesifik DNA izole edilmiştir. 

Kappa metodu uygulandığında test sonuçları arasında önemli düzeyde uyum tespit edilmemiştir. 

Elde edilen sonuçlar M. gallisepticum tespitinde sadece bir metot kullanılmasının yeterli 

olmadığını ve serolojik test metotları ile elde edilen sonuçların PCR ile doğrulanması gerektiğini ortaya 

koymuştur. PCR ile elde edilen sonuçlar, PCR testi için trakeal svabların tercih edilmesi gerektiğini 

göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: ELISA, kümes hayvanları, lam aglütinasyon testi (LAT), moleküler 

mikrobiyoloji, Mycoplasma gallisepticum, seroloji, PCR 
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Mycoplasma gallisepticum is defined as an important disease causative agent in poultry farming. 

It causes chronic respiratory disease in chickens and infectious sinusitis in turkeys. Although it does not 

have high mortality, when combined with other diseases, it causes great financial damage. For this 

reason, it is important to identify the agent in the shortest time and with the most accurate method.  

In this study, swab-tissue and serum samples from 300 poultries were used for the PCR test and 

serological tests, respectively. According to the slide agglutination test, 100 serum sample was negative 

and 200 serum samples were evaluated as positive. ELISA test yielded positive results from 128 samples 

and negative results from 172 samples. M. gallisepticum specific DNA was isolated from 180 of the 

swab-tissue samples. In the Kappa method used for comparing the tests, there was no good correlation 

between the test results. It was determined that a significant part of the PCR positive samples consisted of 

tracheal swabs. Therefore, swabs from the trachea were taken for PCR tests in the progressive stage of the 

disease. 

Tracheal swab and serum samples were collected 21 days later from 100 poultries with disease 

symptoms. In the slide agglutination test performed with these samples, 55 samples were evaluated as 

positive and 45 samples as negative. With the ELISA test, positive results were obtained from 55 samples 

and negative results from 45 samples. M. gallisepticum specific DNA was isolated from 75 of the swab-

tissue samples. When the Kappa method is applied, there is no significant agreement between the test 

results. 

The obtained results revealed that the results obtained with a single test method are questionable 

in the detection of M. gallisepticum and the results obtained with serological test methods should be 

confirmed by PCR. Results obtained with PCR showed, that tracheal swabs should be preferred for PCR 

testing. 

 
Keywords: ELISA, Molecular Microbiology, Mycoplasma gallisepticum, Poultry, Serology, 

Serum Plate Agglutination (SPA), PCR 
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1. GİRİŞ 

 

Mikoplazmalar ilk defa 1898 senesinde, sığırlarda bulaşıcı bir hastalık olan 

kontagiyöz ploröpnömoninin etkeni olarak izole edilmiştir. Solunum yollarına yerleşen 

bu etkenlerin tümü daha sonra ploröpnömoni benzeri organizma (PPLO) olarak 

tanımlanmıştır (Davis ve ark., 1973, Mendonça ve ark., 2000). Birçok canlı türünde 

tespit edilebilen mikoplazmalar, genellikle kanatlı ve büyükbaş hayvanlarda ciddi birer 

hastalık etkeni olarak kabul edilmektedir. Mycoplasma gallisepticum, kümes 

hayvanlarında önemli klinik belirtilere sahip olan patojenik bakteriyel 

mikroorganizmalardandır (OIE, 2008). Mollicutes sınıfı, Mycoplasmataceae 

ailesindendir ve Genus I’de yer almaktadır (Mercia, 2001). Bu grubun özellikleri 

arasında; 580 - 1350 kilobaz (kb) büyüklüğünde bir genoma sahip olmaları ve kolesterol 

bulunan, 37 °C bir ortamda kolaylıkla üremeleri bulunmaktadır (Kleven, 2003). Genetik 

materyallerinin yüzde 23 - 40 gibi düşük bir kısmını guanin ve sitozin nükleotitleri 

oluşturmaktadır (Parte ve ark., 2011). Zayıf moleküler yapısı ve bu yapıdan kaynaklı 

konakçıya aşırı bağımlılık nedeniyle son dönemlerde M. gallisepticum için prokaryotik 

parazit tabiri de kullanılmaktadır (Nicholas ve ark., 2016).  

M. gallisepticum hindilerde önemli klinik sorunlara sebep olmakla birlikte tavuk, 

bıldırcın ve kazlarda da tespit edilebilen bir bakteridir. Bilhassa bıldırcınlarda ciddi 

defektlere yol açmaktadır. Kargalarda izolasyonu mümkün olmasa da perikardit ve 

pnömoni etkeni olduğu düşünülmektedir. Kronik solunum yolu hastalığının (CRD) 

etkeni olan M. gallisepticum’un tespiti ve erken teşhisi, ilgili klinik belirtilerin 

azalmasında ve ortadan kaldırılmasında önem taşımaktadır. Hastalığa ait klinik 

belirtilerin tümü aynı dönemde ortaya çıkmamakta ve dönemsel olarak değişmektedir. 

Bu nedenle teşhiste metot farklılıkları oluşmaktadır (Çarlı, 2018). Metotların seçimi, 

uygulama yöntemi ve sıralaması hastalığın hangi döneminde ne tür tedbirler alınacağına 

ilişkin bilgi vermektedir. Antibiyotik tedavisi, kümes dezenfeksiyonu ve hastalığın 

eradikasyonu tümüyle bu bilgilere bağlıdır.  M. gallisepticum’un tespitinde birçok metot 

kullanılmaktadır. Bu metotlardan en yaygın olanları kültürel, serolojik, DNA biyosensör 

tekniği ve moleküler metotlar olarak sınıflandırılabilir (İnanç, 2008). Klasik kültürel 

mikrobiyolojik metotlar ile izolasyon ve identifikasyonun zahmetli ve zaman alıcı 

olmasından dolayı alternatif metotlara olan ilgi artmıştır (Luttrell ve ark., 2001; Gürbüz, 
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2008). Serolojik metotların yaygınlaşması ve moleküler metotların ortaya konması ile 

kültürel yöntemler geri planda kalmışlardır. (Salisch ve ark., 1998). 

Kontrol laboratuvarları tarafından serolojik metotlar sıklıkla tercih edilirken, 

moleküler metotların kullanımı henüz serolojik metotlar kadar yaygınlaşmamıştır 

(Özgün, 2015). Bununla birlikte, serolojik metotların hassasiyet ve spesifikliklerinin 

düşük olduğu bildirilmiştir (Kleven ve ark., 1998). Bu nedenle moleküler yöntemlerin 

teşhis çalışmaları içerisine dâhil edilmesi gerekmektedir. Kanatlılarda CRD etkeninin 

moleküler tespitinde PCR reaksiyonu, mikroerey teknolojisi veya DNA parmak izi 

tekniği kullanılmaktadır (Lauerman, 1998). Yeni DNA mikroerey tekniği ile aynı anda 

kırk çeşit mikoplazma tipi ayırt edilebilmektedir (Bottinelli ve ark., 2017). Sahada 

yaygın olarak, DNA amplifikasyonu yönteminde real time PCR (rPCR) tekniği tercih 

edilmektedir (Çarlı, 2018).  

Bu tez çalışmasında, kümes hayvanlarına ait farklı örneklerde M. gallisepticum 

tespiti amacıyla; serolojik test metotları arasında yer alan lam aglütinasyon ve enzyme 

linked immunosorbant assay (ELISA) tekniği ile PCR tekniği metot performansı 

açısından karşılaştırılmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1. Mycoplasma gallisepticum ve Özellikleri 

2.1.1. Mikoplazmalar, Yaşam Formları ve Döngüleri 

 

Mikoplazmalar, bakteriler içerisinde bilinen en basit mikroorganizmalardandır. 

(Esendal, 2002). Boyut ve şekil olarak diğer bakterilerden daha farklı yapıda 

olmalarının yanı sıra çok küçük bir genom organizasyonuna sahiptir (Ferguson-Noel, 

2013; El Aziz ve ark., 2014). Bu durum mikoplazmaların konakçıya aşırı bağımlı 

olmasına yol açmakla birlikte adaptasyon geliştirmesini de sağlamaktadır  (Pitcher ve 

ark., 2005; Doosti ve ark., 2011).  Sığır mikoplazmasının keşfinden 28 yıl sonra hindi iç 

organlarında, 1936 senesinde de bir tavukta hastalık etkeni olarak tespit edilmişlerdir 

(Charlton ve ark. 1996). Tüm bu çalışmalar, 1905 yılında epizootik pnömoenteritis 

sanılan hastalıkların etkeninin M. gallisepticum olduğunu göstermiştir (Dodd, 1905; 

Ley, 2008). Bu keşiflerin akabinde mikoplazmanın sebep olduğu solunum 

hastalıklarının tümüne CRD ismi verilmiştir (Delaplane ve ark., 1943; Shah, 2018).  

Mikoplazmalar, plazma membranı haricinde hücre duvarına benzer bir yapıya 

sahip olmamaları ile diğer prokaryotlardan ayrılırlar. Bahsi geçen hücresel bileşene 

sahip olmakları için peptidoglikan sentezini engelleyerek bakteriyel üremeyi 

sonlandıran penisiline ve sefalosporin grubu antibiyotiklere dayanıklılık gösterirler 

(Kleven, 2003). Antibiyotiklere gösterdikleri dirençten dolayı L form bakterilere 

benzemektedirler ve 4.5x10
-5

 mm por çapında filtrelerden geçebilmektedirler (Razin ve 

ark., 1984). Yüksek tuz şoku, alkol ve organik solventler ile antijenlerine uygun antikor 

komplementlerine karşı dayanıksızdır. Birçok farklı hücre şekli gösterebilirler ve 3.10
-4

 

- 8.10
-4

 mm gibi çok küçük boyutlara sahiptirler. Yuvarlak, uzun uçlu ya da dallı 

şekillerde bulunmaktadırlar. 70-80 angström kalınlığında olan üç katlı membranlarında, 

steroller bulunur, kolesterol barındıran ortamlarda çoğalırlar ve 37 °C optimum çoğalma 

sıcaklığıdır (Esendal, 2002, Kleven 2003). Membran lipidlerini etkileyen benzen, 

dietileter ve asetona karşı dayanıksız oldukları bilinmektedir (Bloor, 1920). 

Mikoplazmalar kısa zamanda hızla diğer kanatlılara bulaşabilmekte ve sorunlara 

neden olabilmektedir. Kümes içinde yayıldığı gibi kümesler arasında ve yırtıcı kuşların 

iyi muhafaza edilmeyen yemlerden hastalık taşıması ile dağılımı mümkün olmaktadır 

(Arda, 2002). Mikoplazmaların canlı vücuduna yerleşimi ve hayatta kalma mekanizması 
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halen tam olarak anlaşılamamakla birlikte esasen akciğerlerde çoğalmakta, nazal, 

bronşiyal ve trakeal dokularda da tespit edilebilmektedirler (Papazisi ve ark., 2003). 

Kronik ve büyük boyutlara ulaşan lezyonlara sebep olmakla birlikte öksürme, akıntı ve 

hareket kabiliyetlerinde azalma gibi bir hastalık tablosu göstermektedirler (Gondal ve 

ark., 2015, Gharibi ve ark., 2018). Etkenin sürüye bulaşması durumunda, uzun süre terk 

etmediği bilinmekte ve tedavisi diğer bakteriyel mikroorganizmalara göre daha zor 

olmaktadır. Tedavi sürecinde hastalık kalıcı olma eğilimi göstermektedir. Enfeksiyonla 

mücadelede antibiyotik tedavisinin önemi olmakla birlikte aşılama teknikleri de yer 

tutmaktadır. Mevcut mikoplazma aşıları etkili olmasına karşın bazı türlerde saha 

suşlarına karşı yeterli olamamaktadır (Alessandri ve ark., 2005).  

Kanatlılarda bulunan en önemli mikoplazma türlerinden olan M. gallisepticum, 

bu etkenlerin en hızlı yayılan ve kolaylıkla sürüleri terk etmeyen türü olarak 

bilinmektedir. M. gallisepticum’un yanı sıra M. synoviae da çok ciddi solunum ve eklem 

problemlerine sebep olmaktadır. Bazı çalışmalarda M. synoviae’nın eradikasyonunun, 

M. gallisepticum’un eliminasyonu kadar önemli olduğu ifade edilmiştir (Landman, 

2014).  Bugüne kadar yapılan mikoplazmozis çalışmalarında sinovit ve sinüzit etkeni 

olan bu iki bakterinin mikoplazma grubunun en patojenik mikroorganizmaları olduğu 

ortaya koyulmuştur (Buim ve ark., 2009). Bu patojenisite ve hastalığa karşı oluşan 

duyarlılık kanatlıların türlerine ve tiplerine göre değişmektedir. Leghorn tip tavuklarda 

vücut sıcaklık kontrol mekanizmasının olması ve yüksek sıcaklıklara karşı tolerans 

göstermesi bakteriyel etkenlere karşı doğal bir direnç sağlamaktadır (Bohren ve ark., 

1982). Buna karşın hindilerde M. gallisepticum ve M. meleagridis diğer kanatlılardan 

daha kuvvetli reaksiyonlara sebep olmaktadır (Esendal, 2002). 
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Tablo 2.1. Kanatlılarda bulunan patojenik dört mikoplazma türüne ait bazı suşlar ve kaynakları 

(Wang ve ark., 1997) 

 

M. gallisepticum 

A5969 

S6 

F2F10 

96-3179 

Y9 

Y10 

K810 

K-1501-S 

K1486-S1 

K-2221 

(383T) 

93-49 

93-55 

Massachussetts Üniversitesi – Referans suş 

Kaliforniya Üniversitesi – Tipik suş 

Kaliforniya Üniversitesi – Aşı suşu 

Aubum Üniversitesi – Saha suşu 

Georgia SEPRL, USDA – Varyant suş 

Georgia SEPRL, USDA – Varyant suş 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

 

Connecticut Üniversitesi – Deneysel enfeksiyon 

Connecticut Üniversitesi – Deneysel enfeksiyon 

M. meleagridis 

E-2 

vic-44 

vic-60  

RY 39 

Kaliforniya Üniversitesi – Aşı suşu 

Kaliforniya Üniversitesi – Aşı suşu 

Kaliforniya Üniversitesi – Aşı suşu  

Kaliforniya Üniversitesi – Referans suş 

M. synoviae 

K3416 

K3505 

K3181 

Alabama 

K-1415 

WVU1853 

FMT 

96-8228 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Georgia PDRC – Aşı suşu 

Kaliforniya Üniversitesi – Referans suş 

Aubum Üniversitesi – Saha suşu 

Aubum Üniversitesi – Saha suşu 

M. iowae 

K-1805 

NL-12 

695 

96-624-8 

96-633-13 

96-793-4 

Kaliforniya Üniversitesi – Referans suş 

Kaliforniya Üniversitesi – Referans suş 

Kaliforniya Üniversitesi – Referans suş 

Kaliforniya Üniversitesi – Saha suşu 

Kaliforniya Üniversitesi – Saha suşu 

Kaliforniya Üniversitesi – Saha suşu 
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2.1.2. Gelişme Özellikleri 

 

Mikoplazmaların kanatlı türünden bağımsız olarak solunum sistemine çok ciddi 

bir adaptasyonu mevcuttur. Hatta embriyolara M. gallisepticum suşu enjekte 

edildiğinde, gelişim esnasında hava keselerine yerleştiği tespit edilmiştir (Tan ve ark., 

2016). Bu özelliğine ek olarak canlı vücudundan tamamen elimine edilemediği için yeni 

aşılamalar sonrasında dahi nüksetme imkanı vardır (Hofacre ve ark., 2001). 

Mikoplazmalara ait türlerin tamamı hastalık yapıcı özellikte değildir. Hastalığa neden 

olanları ise konakçılarda şiddetli immün yanıta sebep olurlar. Bu zayıf 

mikroorganizmalar antibiyotiklerle vücuttan kolaylıkla elimine edilebilmektedir. Buna 

karşın tedavi sonrası klinik belirtilere sebep olmayacak kadar az sayıda mikoplazma 

bazı dokularda kalabilmektedir. Bu durum, daha sonra gerçekleşebilecek kronik 

enfeksiyonların temelini oluşturmaktadır. (Donnelly, 2004). 

Mikoplazma türleri, direkt temas, aşılama ve dış etkenler yolu ile kanatlılarda 

enfeksiyonlara sebep olmaktadırlar (Raviv ve ark., 2013). Ayrıca bireyler ve 

kullandıkları ekipmanlar aracılığı ile aşılama işleminden bağımsız olarak horizontal, 

enfekte yumurtalar ile in ovo bulaşma gösterebilmektedirler (İzgür, 1983; Çarlı, 2018). 

Kıyafetlerde oluşabilecek bir kontaminasyon halinde dördüncü güne kadar canlı 

kalabileceği bildirilmiştir (Ley, 2003). Deri döküntüleri, ter ve vücuttan salgılanan 

asidik maddeler nedeniyle insan cildinde bir veya iki gün yaşayabildiği not edilmiştir 

(Tan ve ark., 2016).  

Yapılmış çalışmalarda etken izolasyonu için % 10 CO2 içeren inkübasyon 

ortamının uygun olduğu bildirilmiştir. Buna karşın, % 5 CO2 içeren inkübasyon 

ortamlarında da yeterli üreme sağlanabilmektedir. Normal şartlarda iki günlük bir 

inkübasyon süresinin sonunda yüz kat büyütme ile besiyeri yüzeyinde zayıf bir ışık 

yardımıyla görüntülenebilir koloniler oluşmaktadır. Bununla birlikte, kolonilerin gözle 

görülebilir olduğu inkübasyon süresi 7 güne kadar çıkabilmektedir (Ferguson-Noel ve 

ark., 2011; Khalifa ve ark., 2013).  

Klasik kültürel mikrobiyolojik çalışmalar sonucunda L form bakterilere 

benzedikleri görülmektedir. Ekim yapıldığı alanın içine ve etrafına dairesel olarak 

yayılarak koloniler oluştururlar. Koloni etrafında oluşan dairesel yayılmaya bir merkez 

yükselti eklenmektedir. Besiyeri içine de nüfuz eden mikoplazmalar raptiye benzeri bir 

yayılma göstermektedirler (Arda, 2011). Mikroskop altında bakıldığında; koloni 
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morfolojisine genellikle sahanda yumurta benzetmesi de yapılmaktadır. Klasik kültürel 

metotlar ile mikoplazma izolasyonu ve sonrasında biyokimyasal test ile doğrulama 

çalışmaları bir aya kadar uzayabilmektedir. Bu işlemin sonunda tiplendirme için 

floresan antikor ve immünoperoksidaz testleri gibi uzmanlık gerektiren pahalı testler 

uygulanmakla birlikte sınırlı bir kullanım alanı bulunmaktadır (Salisch ve ark., 1998). 

 

 
 

Şekil 2.1. İnkübasyonun ikinci gününün sonunda 100 kat büyütme ile görüntülenmiş mikoplazma 

kolonileri 

 

Etken enfeksiyon boyunca konakçının besin alımından metabolik olaylarına 

kadar tüm yaşam döngülerine müdahale edebilmektedir. Özellikle glikoz metabolizması 

ve glikolizde M. gallisepticum ve M. bovis’in önemli sayılabilecek düşüşlere sebep 

olduğu ispatlanmıştır (Masukagami ve ark., 2017). Enerji mekanizmasının ele 

geçirilmesi kanatlılarda uyuşukluğa ve vücut direncinin düşmesine yol açmaktadır. 

Dirençsiz türler ve küçük yaştaki kanatlılarda hastalık daha etkin rol oynamaktadır. 

Özellikle civciv ölümlerinde M. gallisepticum etkinliğinin yüksek olduğu rapor 

edilmiştir. Enfeksiyon düzeyi yüksek olan sürülerde genellikle ölüm yumurtadan çıkma 

safhasında olmaktadır. Yaşamını sürdüren civcivlerde ise M. gallisepticum 

enfeksiyonlarının teşhisinde ELISA testlerinin daha çok maternal antikorlar ile 

reaksiyon vermesinden dolayı lam agltinasyon veya DNA temelli testlerin kullanımı 

önerilmektedir (Güler, 1992). 

Mikoplazmalar konakçıda protein sentezinde ve miRNA indüklenmesinde görev 

almaları açısından önemli bakterilerdendir. Kanatlılarda az miktarda ya da hiç 

sentezlenmeyen proteinlerin üretilmesinde etkili olmaktadır (Arda ve ark., 2002). 

Ayrıca konakçı hücresinde gga-miR-146c isimli miRNA’nın hedef olarak seçtiği 
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MMP16 bölgesi aracılığı ile apoptozu inhibe ederek proliferasyonu arttırdığı ve NFĸB 

yolağını aktifleştirdiği bilinmektedir (Zhang ve ark., 2019). Ürettikleri protein ve diğer 

metabolik kaskat ürünleri ile kanatlı vücudunda çeşitli birincil odaklar oluştururlar. 

Erken teşhis yoluyla bu odakların kurutulması durumunda sürü içindeki yaygın 

mikoplazmozizin önüne geçilmesi mümkündür (Gökçelik., 2008). 

 

2.1.4. Mycoplasma gallisepticum’un Genel Özellikleri 

 

M. gallisepticum, tedavisi zor hastalıklara sebep olmakla birlikte en az tavuklar 

kadar bu etkenden etkilenen hindilerde de enfeksiyöz sinüzite yol açmasıyla 

bilinmektedir (Arda, 2011; Bokhari ve ark., 2007). Diğer kanatlılarda ise kronik 

solunum yolu hastalığı etkeni olarak izole edilmektedir (Başkaya, 1981). Türler 

içerisinde yumurtacı, damızlık ya da et üretiminde kullanılan kanatlılarda da ciddi 

enfeksiyonlara yol açmaktadır (Çarlı, 2018). Önceleri sadece tavuk ve tavuk benzeri 

canlılarda (Galliformes) olduğu düşünülmekteyken, uçabilen kuşlardan da izole 

edilmiştir. Buna örnek verilebilecek ilk vaka 1994 yılında yabani ispinozlarda M. 

gallisepticum tespit edilmesidir (Raviv ve ark., 2013). Sadece bu kanatlı türünde değil 

birçok yabani kuş türünde etken olarak izole edilmiştir ve filogenetik çalışmaları 

yapılmıştır. (Dhondt ve ark., 2014).  

Endüstriyel üretimde, kümeslerdeki yumurtaların hızlıca alınması ve anne-yavru 

ilişkisinin hemen kesilmesi nedeniyle horizontal geçişler sınırlandırılmaya 

çalışılmaktadır. Yabani hayvanlarda ise bu durum farklılaşmaktadır. Doğa şartlarından 

dolayı anne çoğunlukla taşıyıcı konumda bulunmaktadır. Bluebird gibi 18. güne kadar 

anneye aşırı bağımlı olan kanatlılarda herhangi bir kaynaktan alınan mikoplazma besin 

yoluyla horizontal olarak geçebilmektedir. Yabani hayvanların taşıdığı mikoplazmalar 

hem endüstriyel üretim hattındaki kanatlılarda enfeksiyona sebep olabilmekte hem de 

gelecekteki varlıklarını olumsuz yönde etkilemektedir (Gowaty ve ark., 2015). 

M. gallisepticum kanatlılarda solunum sistemine yerleşmekte ve hareket 

kabiliyetine sahip olmaması nedeniyle burada kalmaktadır. Üreme, yaşam ve diğer 

birçok metabolik süreçleri için birkaç organele ihtiyaç duymaktadır. Bunun dışında 

diğer yaşamsal faaliyetlerini, konakçı vücudunda üretilen organik bileşikler ve 

metabolitler aracılığı ile sağlamaktadır. Göstermiş oldukları bu fonksiyonel özelliklerin 
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mekanizması, yapılan genomik ve metabolomik çalışmalar ile belirlenmiş ve 

tanımlanmıştır (Masukagami ve ark., 2017). 

M. gallisepticum’u diğer mikoplazmalardan ayrılan bir özelliği ise bir ya da iki 

uç kısmında kabarcık şeklinde ‘‘miksovirüs benzeri çıkıntılar’’ olarak adlandırılan ve 

bakterinin tutunmasını sağlayan yapılara sahip olmasıdır (Esendal, 2002, Timms ve 

ark., 1974). M. gallisepticum hücresel farklılıklarının yanı sıra, antijenik özellikleri 

açısından da diğer mikoplazma türlerinden ayrılmaktadırlar. Membranlarında bulunan 

kendine has proteinlerin tespiti için serolojik metotlar yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Bununla birlikte özellikle lam aglütinasyon testinde yanlış pozitif sonuçlara neden olan 

çapraz reaksiyonlar görülebilmektedir. Çapraz reaksiyon gösteren mikoplazma türlerine 

M. imitans örnek gösterilebilir. Lam aglütinasyon testi ile M. gallisepticum olarak 

tanımlanan bazı izolatlar, PCR’a tabi tutulduğunda negatif sonuç elde edilmiştir. Yanlış 

negatif sonuçlara neden olan izolatların genomu sekanslandığında farklı bir mikoplazma 

türü olduğu anlaşılmıştır. Bu tür, M. gallisepticum’u taklit etmesi özelliğinden dolayı M. 

imitans olarak isimlendirilmiştir (Bradbury ve ark., 1993). 

 

 
 

Şekil 2.2. M. gallisepticum’un elektron mikroskobu ile görüntülenmiş yaşam döngüleri. Bakterilerin 

uç kısımlarında ‘‘mixovirus like’’ çıkıntılar görülmektedir (Morowitz ve ark., 1966) 
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Kanatlılarda bakteriyel hastalık etkenleri arasında M. gallisepticum önemli bir 

yer tutmaktadır. M. gallisepticum’un sebep olduğu kronik solunum yolu hastalığı 

canlıyı oldukça duyarlı hale getirmektedir. Viral hastalıklardan olan enfeksiyöz avian 

influenza (AI), bronşit (IB) ve laringotrakeitis (ILT) etkenlerinin mikoplazma ile aynı 

anda bulunması enfeksiyon tablosunu şiddetlendirmektedir. Mikoplazmalar genellikle 

lokal enfeksiyonlara sebep olmasına karşın, kimi zaman konakçının durumuna bağlı 

olarak farklı dokulara yayılış göstermektedirler. Sürü içinde yayılımı önlemek için ilk 

alınan önlemlerden birisi yumurtaların imha edilmesidir. Bu önlemin alınmasında 

enfeksiyonun boyutu çok büyük önem taşımaktadır (Tan ve ark., 2016). Önleyici tedavi 

seçenekleri de bu aşamada kullanılmaktadır. Bununla birlikte çoğu bilim insanı ve 

işletmeci M. gallisepticum’un tek başına canlı üzerinde fazla etkisi olmadığını 

düşünmektedir. Ev ispinozları üzerinde yapılmış bir çalışmada bu durumun tedavi 

sürecine ilişkin ihmalleri de beraberinde getirdiği not edilmiştir (Osnas ve ark., 2015). 

 

2.1.5. Klinik Belirtiler ve Hastalığın İlerleme Süreci 

 

M. gallisepticum’un neden olduğu enfeksiyonların klinik bulgularının görülmesi 

için dokuz ila yirmi bir gün gerekmektedir. Konakçılardaki hastalık etkeninin görünür 

etki yapabilmesi için hedef dokularda kolonizasyonu gerekmektedir. M. gallisepticum 

sıklıkla olan hava keselerine sitadezyon molekülü de denilen yapışma molekülleri ile 

yerleşim sağlamaktadır. Bazı çalışmalarda bu mekanizma aracılığıyla yerleşim için 

tercih edilen ilk yerin hava keseleri olduğu gösterilmiştir (Sarkar ve ark., 2005; Ammar 

ve ark., 2016). Kanatlı türü, konakçı yaşı, ortam koşulları, diğer enfeksiyonların etkileri 

ve gaita kaynaklı amonyak miktarı bu sürenin artmasına ya da azalmasına sebep 

olabilmektedir (Çarlı, 2018). 
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Şekil 2.3. Hastalığın kanatlılarda oluşturduğu klinik belirtilere ait görsel  

(Bu çalışma için, hastalık belirtileri gösteren kanatlılar fotoğraflanmıştır) 

 

Hastalık trakeal ve bronşiyal dokuların şişmesinin akabinde konjuktivit ve 

kazeus eksudatların solunum yolunu kaplaması ile seyretmektedir (Bokhari, 2007). M. 

gallisepticum broylerlerde dördüncü ila sekizinci hafta arasında klinik belirtiler gösterir. 

Daha ağır seyretmekle beraber mortalite ve morbiditesi daha yüksektir (Ley, 2003).  

Broyler sürülerde de karakteristik özellikler genel klinik tabloya benzemektedir ve 

temel belirtliler trakeal tıkaçlarla seyreden öksürük ve burun akıntılarıdır (Branton ve 

ark., 1997). Bunun yanı sıra yumurtacı sürülerde bu özellikler belirgin bir şekilde 

gözlenmemekle birlikte ölüm vakalarında artış gerçekleşebilmektedir (Stipkovits ve 

ark., 1996). Ayrıca kanatlılarda büyümenin azalması ve sürülerde bir araya toplanma 

eğilimi olduğu bildirilmiştir (Gupta ve ark., 2009).  

M. gallisepticum’un neden olduğu hastalıkların etkisi canlının vücut direncine 

göre değişmektedir. Yabani kuşlarda genellikle kış ve sonbahar aylarında enfeksiyon 

daha yaygın olmakta ve uzun sürmektedir (Altizer ve ark., 2004). Bu durum soğuk 

aylarda metabolik faaliyetlerin yavaşlaması ve direncin azalması ile açıklanabilir. Bazı 

araştırmacılar hastalığın kronik seyretmesini konakçının vücut direncinin düşüklüğü ile 

açıklamaktadır (Papazisi ve ark., 2003; Gerchman ve ark., 2011; Ammar ve ark., 2016). 

Uzun süren enfeksiyonlar iç organlarda iltihap oluşumuna sebep olmaktadır ve kalp ile 



 

 

12 

karaciğer en çok etkilenen organlardır. Karaciğer dokusu bütünlüğünü kaybetmekte ve 

kalp üzerinde önemli lezyonlar oluşmaktadır. Diğer dokularda da deformasyona yol 

açmaktadırlar. Klinik belirtilerin görüldüğü kanatlıların derhal sürüden ayrılması ve 

eliminasyon programı oluşturulması tavsiye edilmektedir (Abbas ve ark., 2018).  

Kontrollü yumurta enfeksiyonu sonrası civcivlerde cücelik, ayaklarda kıvrılma 

ve kafa yapısında belirgin şişlikler görüldüğü bildirilmiştir. Karaciğerin soluk olduğu ve 

bir miktar büyüdüğü, dalağın ise yeşile çaldığı raporlanmıştır (Tan ve ark., 2016). 

Hastalıktan en çok etkilenenler genç gruplardır. Etken yumurtadan çıkmış civcivlerde 

sık görülmese de yarka dönemindeki kanatlıları ciddi bir biçimde hastalığa 

sürükleyebilmektedir (Seifi ve ark., 2012). Annenin etkeni taşıması durumunda, 

civcivlerde 18. güne kadar maternal antikorlar tespit edilebilmektedir (Tan ve ark., 

2016). Etkenin horizontal geçiş prevalansına dair kapsamlı bir araştırma yapılmamıştır 

(Levisohn ve ark., 2000). 

 

2.1.6. M. gallisepticum’a Özgü İmmün Yanıt ve Oluşturulan Antikorların Yapısı 

 

M. gallisepticum konakçı dokularını enfekte ettikten sonra canlı hareketi ve 

organ devinimleri ile yayılım göstermektedir. Konakçıda yerleştiği doku ile sistemlerde, 

geçirgenliği ve iletim hızını arttırarak çoğalma göstermektedirler (Schmid-Hempel, 

2009). Bulundukları dokuda, lokal bağışıklık sistemi aracılığı ile oluşturulan 

inflamasyon bu mekanizmanın zayıflatılmasını sağlamaktadır. (Sharma, 1994; Ashley 

ve ark., 2012). İnflamatuar etki, mikoplazmaların permeabiliteyi arttırması ile bir süre 

sonra yetersiz kalmaktadır. Uzun süren enfeksiyonlarda ise konakçının direnç 

mekanizması kırıldığından enfeksiyon tablosu da giderek ağırlaşmaktadır (Vinkler ve 

ark., 2018). 

Bağışıklık sistemi canlı vücudunda çeşitli organlar aracılığı ile faaliyet 

göstermektedir. Sistemin iki önemli elemanı olan bursa fabricius ve timüs dokularından 

hücreler üretilmektedir. Memelilerde bursa fabricius’un yerini kemik iliği almaktadır 

(Arda, 2011). T ile B hücreleri bu primer dokulardan ikincil organlara yerleşirler. 

Hümoral tip bağışıklıkta B, hücresel olanda ise T hücreleri görev alır. En büyük 

mücadelenin trachea ve akciğerlerde olduğu, dokularda oluşan hasar nedeniyle 

anlaşılabilmektedir (Özdemir ve ark., 2008). Eliminasyon aşamasında hem hücresel 
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hem de hümoral yanıt aynı anda gerçekleşebilmektedir. T lenfositlerin mekanizmasında, 

özellikle akut aşamada; CD8’in daha fazla işlev gördüğü, CD4’ün ise enfeksiyon 

sonrası üçüncü haftaya kadar sabit kaldığı görülmüştür (Gaunson ve ark., 2000).  

M. gallisepticum’a karşı geliştirilen immün yanıt neticesinde özellikle trakeal 

dokuda inflamatuar maddelerin arttığı belirlenmiştir. Toll-like (TL) reseptör tepkilerinin 

önemli ölçüde yükseldiği bilinirken, TL40, TLR15 veya IL1 ile sitokin ve kemokin 

üretiminin trakeal dokuda yoğunlaştığı tespit edilmiştir (Majumder ve ark., 2014). Bu 

bilgilerin ko-patojenik hastalıkların mekanizmasının anlaşılmasında da önemli rol 

oynayacağı bildirilmiştir. Patojen mikroorganizmalara ek olarak viral etkenlerin de bu 

kapsam içinde olduğu kabul edilmektedir (Canter ve ark., 2019). 

Hümoral bağışıklık sonucunda kanatlı vücudunda çeşitli immünoglobulinler (Ig) 

oluşmaktadır. Western Blot tekniğinin kullanıldığı bir çalışmada kontrollü enfeksiyona 

tâbi tutulmuş kanatlılarda; ilk 21 günde Ig’lerin M ve A tipi tespit edilirken sonraki 

süreçte G tipleri görülmüştür (Ellenkany ve ark., 1998). Bu süreç aynı zamanda 

immünoglobülinlerde M, A ile G dönüşümüne de bir örnek olarak verilebilmektedir. M. 

gallisepticum enfeksiyonlarında ilk üretilen antikorlardan olan immünoglobulin M’nin 

(IgM) lam aglütinasyon testi ile kan serumundan tespit edildiği bilinmektedir. (Roberts, 

1969). İlerleyen süreçte ELISA testi ile de immünoglobülin G (IgG)’nin saptanması 

mümkün olmaktadır (Arda, 2002). 

Hümoral bağışıklıktan daha karmaşık bir sistem olan hücresel bağışıklığın temel 

elemanı T hücre mekanizmasının kanatlı tipine göre değişmediği görülmüştür. 

Hindilerde daha şiddetli klinik belirtilere yol açan M. gallisepticum’a karşı gelişen 

immün yanıtın aynı olduğu ispatlanmıştır. Hücresel ve hümoral cevap 

mekanizmasındaki değişikliğin metabolizma ile alakalı olduğu bilinmektedir. Bu ağır 

klinik farklılığın ise tavuklarda kullanılan aşıların hindilerde etkili olamamasından 

kaynaklı olduğu ifade edilmiştir (Wijensurendra ve ark., 2017). 

Son yıllarda M. gallisepticum’un ev ispinozlarında da iltihaplı immün yanıta 

neden olduğu anlaşılmıştır. Diğer kanatlı immün sisteminin aksine immünoglubulin 

yerine interlökinlerle bağışıklık mekanizmasını çalıştırmaktadırlar (Vinkler ve ark., 

2018). İnterlökinler (IL) savunma sisteminde önemli bir yer tutmakla birlikte natural 

killer (NK) hücre gelişiminde ve B hücrelerine ait bazı özelliklerin oluşmasında da rol 

oynamaktadırlar (Waldmann ve ark., 1999). Plazma hücresine dönüşümde ve hafıza 
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hücreleri oluşumunda olgun T lenfositler bu molekülü salgılamaktadırlar (Shafer-

Weaver ve ark., 1996). 

Hücresel ve hümoral immün yanıtın yanı sıra kompleman sistemi denilen serum 

proteinleri aracılı bir bağışıklık kaskatı da mevcuttur. Serum proteinlerinin onda birini 

oluşturan bu kaskat mikoplazmalarla benzer bir şekilde damar geçirgenliğini 

arttırmaktadır. Bununla birlikte permeabilite kimi zaman ters etki yaparak konvertazlar 

oluşturabilmektedir. Bu yapılar her bir birimle birleştikçe farklı konvertazlara 

dönüşerek bakteriyi uzun süreli stres ve ardından şoka sokmaktadır. Opsonizasyon 

aşamasından sonra kaskat ilerleyip son aşamada lizis yolu ile hücreler elimine 

edilmektedir (Romagnani, 1994; Abbas ve ark., 2007). 

 

2.1.7. Hastalığın Eradikasyonu ve Tedavi Süreci 

 

M. gallisepticum enfeksiyonları, kolaylıkla yok edilememekte ve sürü içinde 

kaldıkça ölüm olgusunu arttırmaktadır. Bu nedenle öncelikli hedef ölümü durdurmak ve 

ticari kaybı olabildiğince sınırlandırmaktır (Gary, 2004). Mikoplazma tespit edilen 

kanatlılarda öncelikli tedavi, temizlik ve antibiyotik uygulamasıdır. Hasta kümeslerin 

sağlıklı kümeslerden ayrılmasıyla başlayan süreç; henüz enfekte olmamış kümeslerde 

gübre bandının temizlenmesi ve ardından antibiyotik uygulamasıyla devam etmektedir. 

Bu temizlik esnasında antibiyotik uygulaması yapılmamakta, antimikrobiyal tedavi 

süreci daha sonra gerçekleştirilmektedir. Yapılan çalışmalarda hastalığın eliminasyonu 

için genellikle tilmikosin, gentamisin ve taylozin kullanılmıştır (Garmyn ve ark., 2018).  

Solunum yollarında birikmesi ve hastalığın respiratuvar klinik etkilerini hafifletmesi 

nedeniyle enrofloksasin ve tiyamulin de tercih edilmektedir (Nascimento ve ark., 1999). 

Kullanılan ya da kullanılması ihtimal dâhilinde bulunan antibiyotikler için MIC 

testi yapılması gerekmektedir. Bununla ilgili bazı çalışmalarda testin belirli zaman 

aralıkları ile saha suşlarına yapılması önerilmiştir (Gerchman ve ark., 2008). Bunun 

yanı sıra yaygın olarak kullanılan antibiyotiklerin büyük bir kısmının dozu belirlenmiş 

bir şekilde bulunmaktadır. Bu antibiyotikler içinde M. gallisepticum’un eliminasyonu 

için yapılan minimum inhibitör konsantrasyon (MIC) testlerinde en iyi performans 

tiyamulin, spiramisin ve tilmikosinde ölçümlenmiştir (Younis ve ark., 2018). Bununla 

birlikte MIC testi mikoplazmalar için rutinde uygulanabilirliği kısıtlı bir yöntemdir. 
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Çalışma için saf mikoplazma izole edilmesi gerekmektedir. Bu da son derece naif ve zor 

üreyen mikoplazmalar için oldukça zordur (Hannan, 2000). Bu nedenle, daha kolay ve 

genel antibiyotik tedavi yöntemlerinin uygulanması tercih edilmektedir. Son zamanlarda 

mikoplazmaların makrolid grubundaki antibiyotiklere karşı dirençli oldukları 

gösterilmektedir. Bu grubun en önemli temsilcisi olan eritromisine oluşan direnç 

bakterinin sahip olduğu genetik yapıyla açıklanabilmektedir. Üç önemli gen grubu bu 

mekanizmanın temelini oluşturmaktadır. 23S ribozomal RNA’da (rRNA) oluşan 

transversiyon tipi mutasyonlar sonucu bu özellikle M. gallisepticum ile karakterize 

olmuştur (Ammar ve ark., 2016). 

 

2.2. Kronik Respiratuvar Hastalığın Kanatlı Endüstrisine Etkisi 

 

Mikoplazmalar tüm dünyada kanatlı hayvan yetiştiriciliği ve yumurtacılık 

endüstrisinde ciddi problemlere ve kayıplara neden olmaktadır (Zanella, 1998). 

Damızlık yetiştirme, yumurta ve et üretim tesislerinin sayılarındaki artış ile mikoplazma 

enfeksiyonları doğru orantı göstermektedir (Mukhtar ve ark., 2012) Sadece büyük 

işletmelerde değil bireysel yetiştiricilerin sürülerinde de M. gallisepticum oldukça 

yaygındır (Talha 2003). Ayrıca bireysel işletmelerin büyük işletmelere de M. 

gallisepticum bulaştırma ihtimalinin yüksek olduğu da kanıtlanmıştır (Jibrill ve ark., 

2018). 

Mikoplazmaların dört türü yapılmış olan çalışmalarda önemli görülmüştür. 

Kanatlılarda ciddi hastalıklara sebep olan bu dört tür gallisepticum, synoviae, iowae ve 

meleagridis’tir (Bradbury, 2001). Bu hastalıkların içerisinde en önemli olanları ise 

CRD, sinüzit ile sinoviyal enfeksiyonlardır (Sareyyüpoğlu, 2014). Ülkemizde yapılan 

çalışmalar doğrultusunda, kanatlılarda mikoplazma etkenlerinin bulunma sıklığının % 

8.3 ile % 16.3 arasında seyrettiği ifade edilmiştir (Akan, 2008, Ülgen, 1991). Farklı yaş 

aralıklarındaki sürülerde M. gallisepticum enfeksiyonun yüzdesi değişmektedir. 

Damızlıklarda bu oranın düşük olduğu söylenebilmekle beraber yumurtacılarda verimin 

düşmesi, damızlıklardaki ölümlerden her zaman daha önemli görülmüştür (Ley, 2008) 

Kanatlı yetiştiriciliğinde M. gallisepticum eradikasyonunda çeşitli stratejiler 

takip edilmektedir. Temizlik, imha, antibiyotik tedavisi ve aşı uygulaması bunlara örnek 

olarak verilebilmektedir. M. gallisepticum’un elimine edilmesinde inaktif aşıların yanı 
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sıra canlı aşılar da kullanılmaktadır (Evans ve ark., 2005). Bunun yanında, canlı aşılar 

daha önce aşılanmamış olan sürüler ile enfekte sürülerin laboratuvar testleri ile ayırt 

edilememesine yol açmaktadır. Bu durum eradikasyon ve kontrol programlarının 

uygulanması önünde bir engel oluşturmaktadır (Landman, 2014).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, hindilere uygulanmış bazı canlı aşıların 

enfeksiyon sonucu oluşan antikorlara nazaran anlamlı bir fark oluşturduğu ve iyi bir 

teknik olabileceği ifade edilmiştir (Wijesurendra ve ark., 2017). Antikor titresindeki bu 

değişiklik canlı aşıların dışında faktörlerle de mümkün olmaktadır. Yumurtalarda oluşan 

M. gallisepticum kalıntıları da benzer etkiyi oluşturabilmektedir (Khalifa ve ark., 2013). 

Yapılan çalışmalar kültürel izolasyon temelli aşı üretiminin modifiye edilmesi sonucu 

transpozon mekanizması ile aşı üretilmesinin mümkün olduğunu göstermiştir (Tseng ve 

ark., 2017). 

 

2.3. Mycoplasma gallisepticum Enfeksiyonlarının Diğer Hastalıklar İle İlişkisi 

 

M. gallisepticum kanatlı vücudunda önemli klinik belirtilere sahip olmakla 

birlikte mortalitesi düşük bir hastalık etkenidir. Diğer mikoplazma etkenleri ile aynı 

zaman aralığında bir arada bulunabilmektedir. Konakçı dokularına benzer tutunma 

özelliklerine sahiptirler (Balish ve ark., 2005). İmmünojenisitesi düşük aşılar hastalığı 

tetiklemez, buna karşın viral etkenli aşılar mikoplazmoziz etkilerini arttırmaktadırlar 

(Whithear ve ark., 1996).  Bakteriyel hastalık etkenleri kimi zaman mikoplazmalarla 

kombine olabilmektedir. E. coli enfeksiyonlarında M. gallisepticum bulaşması 

durumunda hastalık tablosu ağırlaşmaktadır (Bradbury ve ark., 1998).  

Mikoplazmozizin ölümle sonuçlanmasında bir diğer faktör viral hastalık 

etkenleridir. Hastalığın klinik belirtileri diğer hastalıklara ait belirtiler ile 

benzeşmektedir. ND ve IB virüslerinin yalnız başına ya da kombine olduğu 

hastalıklarda hava kesesi lezyonları oluşmaktadır (Kleven ve ark., 2003). Bunun 

dışında, A. paragallinarum (koriza), avian metapneumovirüs (aMPv), B. avium, 

klamidya ve kriptosporidyum gibi etkenler de özellikle hindilerde önemli etkilere neden 

olmaktadır (Ferguson-Noel ve ark., 2016). Bu nedenle, mikoplazmoziz, veba ve bronşit 

tanılarının spesifik testler ile gerçekleştirilmesi gerekmektedir. 
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2.4. Mycoplasma gallisepticum’un Tespitine İlişkin Metotlar 

 

Mikoplazmaların ve M. gallisepticum tespitinde klasik kültürel izolasyon, 

serolojik yöntemler, hücre boyamaları, floresan teknikleri ve moleküler metotlar 

kullanılmaktadır. Serolojik ve moleküler metotların haricindeki testler oldukça zor ve 

zahmetlidir (Yoder ve ark., 1991). M. gallisepticum tanısında bakteriyoskopik 

metotlardan olan immünohistokimyasal (IHC) ve immünositokimyasal (ICC) boyama 

yöntemleri de yeterince bilgi vermektedir. Trakealardan yapılan bu boyamalar 

sonucunda en az serolojik metotlar kadar güvenilir metotlar oldukları ispatlanmıştır 

(Özdemir ve ark., 2019). Bu yöntemlerin dezavantajı ise yakın zamanda hazırlanmış 

antiserumların temininin zor olması ve uzun müddet muhafaza edilememesidir. 

Floresan testler bu nedenle yaygın olarak tercih edilmemektedir (Kesler ve ark., 2013). 

 

2.4.1. Serolojik Yöntemler 

 

Kültürel etken izolasyon metotlarının sonuçları çoğu kez serolojik metotlar ile 

elde edilen sonuçlar kullanılmadan anlamlandırılamaz ve yorumlanamaz (Kahya ve 

ark., 2010). Bununla beraber serolojik metotlar düşük hassasiyetleri ve yeterince 

spesifik olmamaları nedeni ile nihai teşhis için genellikle tek başlarına 

kullanılmamaktadırlar. Kanatlı örneklerinde M. gallisepticum tespitine yönelik bir metot 

karşılaştırma çalışmasında kültürel izolasyon, PCR, lam aglütinasyon, hemaglütinasyon 

inhibisyon (HI) testleri ile birçok ticari ELISA kiti değerlendirilmiştir. Elde edilen 

sonuçlar M. gallisepticum tanısında bir metoda bağlı kalınamayacağını ortaya 

koymuştur (Feberwee ve ar., 2005).  

Serolojik testlerin sonuçlarını kanatlılardaki antibiyotik kullanımı önemli ölçüde 

etkilemektedir. Antibiyotik kullanılan örneklerde sero-pozitifliğin ciddi olarak düştüğü 

ifade edilmektedir (Jordan ve ark., 1998). Tedavi sürecinin sonunda diğer mikoplazma 

türlerine karşı oluşturulan antikorlar, M. gallisepticum’a ait ELISA sonucunu 

değiştirmektedir. Bu nedenle, M. synoviae gibi diğer mikoplazma etkenlerinin M. 

gallisepticum tedavisinden önce; kanatlı sürülerinden elimine edilmesi gerektiği 

düşüncesi oluşmaktadır (Rajkumar ve ark., 2018). 
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2.4.1.1. Lam Aglütinasyon Testi 

 

Lam aglütinasyon testinde esas amaç etkenin ya da oluşturduğu antikorun canlı 

vücudunda bulunduğunu ispat etmektir (Levisohn ve ark., 2000). Lam aglütinasyon 

testlerinde genellikle kontrol serumları kullanılmaktadır. Pozitif ve negatif olduğu 

bilinen iki serumun test sonucuna göre yapılan testin geçerliliği sağlanmaktadır (Shoaib 

ve ark., 2019). Lam aglütinasyon testleri M. gallisepticum antikorlarına özel antijenler 

ile gerçekleştirilmektedir. Pek çok özel boya maddesini de ihtiva eden bu antijenler, 

bakteriyel mikroorganizmaların kültürel metotlarla çoğaltılması yoluyla elde 

edilmektedir. En yaygın kullanılan antijenler, ilk defa 1961 yılında bir hindinin sinir 

sisteminden izole edilmiş S6 ismi verilen bir suştan hazırlanmaktadır (Zander, 1961). 

M. gallisepticum enfeksiyonlarında verilen ilk immün cevap immunoglobulin M 

antikorlarıdır. Bunları ise en erken dönemde tespit eden test yöntemi lam aglütinasyon 

testidir. Bu nedenle, hastalığın ilk dönemlerinde lam aglütinasyon yöntemi tercih 

edilmektedir. Uygun kontroller ile yapılan testlerde genellikle güvenli sonuçlar 

alınmaktadır. Tarama testlerinde ELISA ile birlikte en çok tercih edilen metottur. 

ELISA tekniği yaygınlaşsa da lam aglütinasyon testi olmadan değerlendirme yapma 

konusunda soru işaretleri mevcuttur (Levisohn ve ark., 2000). 

Son zamanlarda immünohistokimyasal boyamalarda monoklonal antikorların 

poliklonal antikorlara tercih edilmesi gerektiği ifade edilmektedir (Yılmaz ve ark., 

2011). Bu bilgi aslında lam aglütinasyon tekniğinin boyama çalışmaları için de bir temel 

oluşturduğunu göstermektedir. Antijenler de tıpkı bu boyamalarda olduğu gibi 

monoklonal antikorlarla hazırlanırlar ve spesifiklerdir. M. gallisepticum’un canlıda bu 

denli kronik olmasına sebep olarak, antijenik yapılarını değiştirmesi olarak ifade 

edilmektedir. (Grodio, 2013). Böylece immün cevapta çeşitli gecikmeler olurken 

enfeksiyon süresi uzamakta ve canlı vücudu buna adapte olmaktadır. Bu nedenle antijen 

üretim çalışmalarının güncel olması önem taşımaktadır. 

 

2.4.1.2. ELISA 

 

M. gallisepticum’un tespiti için yapılan lam aglütinasyon testinin kontrolü 

ELISA ile yapılmaktadır (Stipkovits ve ark., 1996). ELISA metodunun yanı sıra aynı 

amaçla HI testi de tercih edilmektedir. Bununla birlikte, HI testinin en önemli 
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dezavantajı antijene özgü spesifik antikorların çok zor bulunmasıdır. HI testinin 

dezavantajları nedeniyle ELISA testi lam aglütinasyon testi ile birlikte en çok tercih 

edilen test metodu olmuştur. Kolay uygulanabilmesi, iki saat gibi bir zaman aralığında 

sürüye ait genel durumun anlaşılmasını sağlaması, maliyetinin az olması ve genellikle 

güvenilir sonuçlar vermesinden dolayı kullanımı zamanla yaygınlaşmıştır. Serum 

örneklerinin yanı sıra, yumurta sarısından da ELISA testi ile M. gallisepticum’a özgü 

antikorlar tespit edilebilmektedir (Elfaki ve ark., 1992). 

ELISA testi ile enfeksiyonun yedinci gününden sonra oluşan antikorların, 56 

kDa boyutunda M. gallisepticum spesifik antijen ile kaplı mikropleytlerle saptanması 

mümkündür (Czifra ve ark., 1993). Buna karşın lam aglütinasyon testinin enfeksiyonun 

beşinci gününden sonra pozitif sonuç vermesi nedeniyle hastalığın erken safhasında 

ELISA’nın lam aglütinasyon testi kadar hassas olmadığı rapor edilmiştir (Talkington ve 

ark., 1985). Daha sonraki safhalarda yapılan çalışmalarda ELISA testinin duyarlılığının 

arttığı belirtilmiştir. Et tavukları, yumurtacı (layer) ve damızlıklarda yapılan bir 

çalışmada, en duyarlı serolojik test yönteminin ELISA olduğu da iddia edilmiştir 

(Esendal, 1994). Ekonomik bir yöntem olması ve temel tarama testlerinden biri olarak 

tercih edilmesi nedeniyle lam aglütinasyon testi ile kombine olarak uygulanması 

önerilmektedir (Kleven, 2003). 

Kanatlılarda kullanılan ilaç tedavi yöntemlerinin ve önleyici tedbirlerin test 

sonuçları üzerinde etkili olduğu söylenebilmektedir. Ticari işletmelerde bu yolla M. 

gallisepticum antikor seviyesinin sabit tutulması ve ELISA testi için tüm kümesi temsil 

eden en az sayıda örneklem oluşturulması amaçlanmaktadır. Buna karşın bireysel 

yetiştiricilerde ise böyle bir çalışma olmadığından, M. gallisepticum prevalansı ve 

antikor düzeyi yükselmektedir. Hatta bireysel yetiştirmede kanatlılara ait antikor 

seviyesi, ticari yetiştirmeye nazaran iki katına kadar çıkabilmektedir (Jibrill ve ark., 

2018). Klinik belirtilerde ve ölüm vakalarında artış olmadıkça, bireysel yetiştirmede 

tedavi yöntemleri sıklıkla kullanılmamaktadır. Bunun dışında ELISA testi ile elde 

edilen sonuçları etkileyen faktörlerin başında canlıdan canlıya Ig içeriğinin değişmesi 

gelmektedir. Kimi zaman serumdaki IgG değeri IgM miktarının iki ya da üç katına 

kadar çıkabilmektedir ve IgG’nin IgM’ye nazaran daha kalıcıdır (Arda, 2011). 

ELISA testinde elde edilen pozitif sonuçların yüksek olduğu örnek gruplarında 

genellikle kültürel metotlarla izolasyon yapılabilmektedir (Jan ve ark., 2018). Bununla 

birlikte örneklerin tümü ELISA testi ile pozitif olarak sınıflandırıldığında dahi kültürel 
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metotlar ile bir izolasyon yapılması mümkün olmayabilir. Bu durum, antikor cevabı 

tamamen oluştuktan sonra izole edilebilecek bir bakteri hücresinin ortamda 

kalmamasıyla açıklanabilmektedir. Hastalığın geçirilmesinin akabinde antikorlar uzun 

dönem kanatlı vücudunda kalmaktadır. Buna karşın hücresel yapı uzun müddet 

bütünlüğünü korumayabilir. ELISA testi ile yanlış pozitif sonuçlar elde edilebilir ve 

olası yanlış pozitif sonuçları engellemek için monoklonal antikor, rekombinant antijen 

ya da yüksek oranda pürifiye edilmiş antijen kullanılabilir (Levisohn ve ark., 2000). 

Klinik belirti olmayan kanatlılardan alınmış kan serumlarında sero-pozitiflik 

görülebilmektedir. Böylesi durumlarda sürünün izlenmesi ve halen klinik belirti 

görülmemesi halinde serolojik yöntemlerle teste devam edilmesi gerekmektedir. Bu 

nedenle 30 gün sonra aynı kanatlılardan alınmış kan serumlarına yeniden ELISA 

testinin yapılması önerilmektedir (Arda ve ark., 2002). Bu bir aylık dönemin ardından 

serumda IgG miktarı artacağından dolayı ELISA testinin tercih edilmesi mantıklı 

olmaktadır. Daha erken dönemde antikorların tespiti için ELISA yerine lam 

aglütinasyon testi tercih edilmektedir. Mevcut ticari kitler genellikle antikor tespitine 

yönelik çalışmalar sonucunda üretilmektedir. Bununla birlikte antijen tespitine yönelik 

ELISA test kiti tasarımına yönelik çalışmalar mevcuttur (Morsy ve ark., 1991). 

Serumlardan elde edilen test sonuçlarının tamamen güvenilir olduğu 

söylenemez. Hatta tek bir test sonucunun kesinlikle hastalığın klinik tablosunu 

açıklamaya yetmeyeceği birçok çalışmada ortaya konulmuştur (Kleven, 1998; Esendal, 

2002; Kesler ve ark., 2013; Koyuncu, 2014). Bu nedenle, birden fazla serolojik test 

metodunun kullanılması ve değerlendirmenin bu sonuçlar temel alınarak yapılması 

tavsiye edilmektedir. İki farklı serolojik test metodu kullanılmaması durumunda pozitif 

sonuç bilgisinin nasıl değişeceğine ilişkin çok sayıda çalışma bulunmamaktadır.  

Lam aglütinasyon testi ile negatif bulunan serumların ELISA ile test edilmesine 

gerek olmadığı ifade edilmektedir. Lam aglütinasyon testinde elde edilen pozitif 

sonuçların ise ELISA testi ile doğrulanması ve sonucun negatif bulunması durumunda 

PCR metodu ile kesin sonucun belirlenmesi önerilmektedir (Çarlı, 2018). 
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2.4.2. Moleküler Yöntemler 

 

M. gallisepticum’un moleküler tespitinde klasik, real time, arbitrarily PCR 

olarak da bilinen DNA parmak izi (RAPD) ve high resolution melting (HRM) gibi 

teknikler kullanılmaktadır (Geary ve ar., 1994; Fan ve ark., 1995; Osman ve ark., 2009; 

Gondal ve ark., 2015). Moleküler yöntemler arasında diğerlerine nazaran daha kolay ve 

maliyetinin düşük olması nedeniyle PCR tercih edilmektedir. Geçtiğimiz yıllarda 

laboratuvarlar tarafından en yaygın kullanılan teknik klasik PCR’dı. Buna karşın klasik 

PCR’ın zaman alıcı olması, sonrasında sonuçların değerlendirilebilmesi için 

elektroforez aşamasına olan ihtiyaç ve kimi klinik belirti görülen örneklerde pozitif 

sonuca ulaşmada yaşanan zorluklar nedeniyle günümüzde real time PCR (rPCR) daha 

yaygın hale gelmiştir. rPCR çalışması hassasiyeti arttırmakla birlikte zaman konusunda 

da tasarruf sağlamaktadır. Moleküler yöntemlerin hassasiyeti bazen örnekleme, örnek 

hazırlama ve test esnasında çapraz kontaminasyon nedeniyle yanlış pozitif sonuçlara 

neden olabilmektedir (Arda, 2011). 

M. gallisepticum tespitinde kültürel izolasyon yöntemleri zahmetli ve zaman 

alıcı olması nedeniyle geçmişteki kadar yaygın olmamakla birlikte halen 

kullanılmaktadır. Kültürel mikrobiyolojik yöntemler çok uzun zamandır yapıldığından 

ve teknik tüm hususlar detaylı olarak dökümante edildiğinden dolayı altın standart 

olarak değerlendirilmektedir (Abd El Ghany, 2008). Buna karşın gelişen moleküler 

teknikler aracılığıyla saha ile aşı suşlarının ayrımı dahi gerçekleştirilmektedir (Eissa ve 

ark., 2009). Saha suşlarında ise primer ve sekonder enfeksiyonlarda oluşan kronik 

tabloda moleküler teknikler, kültürel tekniklere nazaran daha avantajlı olarak 

değerlendirilmektedir (Hawley ve ark., 2010).  

PCR çalışmalarının önemli bir örneği olan HRM tekniği de son zamanlarda 

yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. M. gallisepticum tespiti ve tiplendirilmesi 

amacıyla hedef DNA bölgelerinden biri olan pvpA geni için HRM özellikli PCR tekniği 

geliştirilmiştir. İran’da bu HRM tekniği ile tavuk, keklik ve tavus kuşlarında M. 

gallisepticum’a ait izole edilmiş 14 suşun tiplendirilmesi başarı ile gerçekleştirilmiştir. 

Tavus kuşları gibi endemik olan türlerin hastalığın yayılması ve yeni enfeksiyonlar 

oluşturması konusunda işlev gördüğü kanıtlanmıştır. Saha ve aşı suşu için ayrım 

sağlanmış, nükleotit delesyonları ile sübstitüsyonları belirlenmiş ve suşlara ait 

filogenetik ağaç oluşturulmuştur (Hashemi ve ark., 2018).   
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Yapılan çalışmalarda, PCR testi sonrasında M. gallisepticum’un genetik 

materyalleri sekanslanmıştır. DNA dizilerinin ortaya çıkarılmasıyla, hastalığa ilişkin 

gen bölgeleri belirlenmiştir. Hava kesesinde oluşan lezyonlar ile solunum sistemi 

hasarlarının kimi gen bölgelerinden kaynaklandığı belirlenmiştir. Gen bölgeleri de 

sekanslanarak her bir genin fonksiyonu bildirilmiştir. Aşırı gen ekspresyonu sonrasında 

birçok miRNA ve proteinin arttığı tespit edilmiştir (Vinkler ve ark., 2018). 

 

2.4.2.1. Nükleik Asit Ekstraksiyonu 

 

 Nükleik asitlerin klasik yöntem ile saf bir şekilde elde edilmesi zaman alıcıdır. 

Klasik yöntem ile, bakteri hücrelerinden 24:25:1 oranında fenol (CHCl3), kloroform 

(C6H5OH) ve izoamil alkol (C5H12O) solüsyonu kullanılarak DNA izole edilmektedir. 

Her bir sıvı materyal bir fazı temsil etmekte ve organik bileşikler bu fazlardan alınarak 

saflaştırılmaktadır. Klasik ekstraksiyon ile oldukça düşük hacimde ekstrakt elde 

edilebilmektedir (Sambrook ve ark., 1989). Az miktarda DNA elde edilmesi, insan 

hatasına çok açık olması ve yeterli saflıkta DNA eldesinde yaşanan zorluklar klasik 

yöntemin öne çıkan dezavantajlarıdır. Günümüzde, yüksek verim ve uygulama kolaylığı 

nedeniyle modern ekstraksiyon kitleri daha yaygın kullanılmaktadır.  

M. gallisepticum tespiti için DNA ekstraksiyonunda genellikle trakeal svablar 

kullanılmaktadır. Ölüm sonrasında dokular hızla parçalanma ve otoliz sürecine 

girmektedir. Bu esnada parçalanan hücrelerden bakteriyosidal maddeler açığa 

çıkmaktadır. Bu da ölü dokunun zamanla üzerinde yer alan mikoplazmaları elimine 

etmesi anlamına gelir (Gondal ve ark, 2015). Bu nedenle, svab örnekleri daima doku 

örneklerinden daha iyi sonuç vermektedir (Zain, 1995; Kesler ve ark., 2013; Gondal ve 

ark., 2015). Kimi çalışmalarda doğrudan doku örneklerinden DNA ekstraksiyonunun 

svab örneklerinden yapılan ekstraksiyondan daha iyi sonuç verdiği ifade edilmiştir 

(Cengiz ve ark., 2011). Bununla birlikte çalışmaların genelinde, trakeal svabların 

kullanılması konusunda hemfikir olunmuştur (Kesler ve ark., 2013; Koyuncu, 2014; 

Ball ve ark., 2020) 

Bugüne kadar yapılan çalışmalarda, mikoplazmaların kanatlıların çeşitli 

dokularından izole edilebileceği ortaya konulmuştur (Radi ve ark., 2000; Grodio ve ark., 

2008; Eissa ve ark., 2009; Yılmaz ve ark., 2011). Dokuların özellikleri ve örnek tipleri 
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ekstrakte edilen DNA miktarını ve saflığını önemli ölçüde etkilemektedir. M. 

gallisepticum izolasyonunda dokular kadar dokulardan alınan svablar da 

kullanılmaktadır. Doku örnekleri lizis enzimlerini içermesinden dolayı PCR sonuçlarını 

etkilemektedir. Dokulardan svab alınması bu durumun elimine edilmesini 

sağlamaktadır. Buna karşın, svab örneklerinde doymamış yağ asitleri ve diğer bakteriler 

de bulunabilmektedir. Bu moleküller ile kontaminant bakteriler PCR reaksiyonunda 

inhibisyona yol açabilmektedirler. Ayrıca svab örneği transport sıvısı içerisinde 

tutuldukça pH değişimleri ile asidik bir ortam oluşturmaktadır (Zain ve ark., 1995). Bu 

nedenle ekstraksiyon yapılacağında svabların belli bir süre sonunda ya sıvıdan alınması 

ya da -20 °C’ta muhafaza edilmesi gerekmektedir (Öngör ve ark., 2009). 

 

2.4.2.2. PCR 

 

Kanatlı dokularından M. gallisepticum izolasyonunda PCR yöntemi 

kullanılmaktadır. Canlı vücudunda fagosite edilmiş hücrelerin ya da antibiyotik tedavisi 

uygulanmış canlılardan alınan örneklerde mikoplazmaların tespitinde PCR metodunun 

kullanılması önerilmektedir (Gondal ve ark, 2015). Kültürel metotlarda parçalanmış bir 

hücrenin besiyerinde üreme imkânı yoktur. PCR tekniğinde ise nükleik asitler 

parçalanmadığı sürece hücresel lizis ya da bakteriyel kontaminasyon olsa dahi pozitif 

sonuç elde edilebilmektedir (Öngör ve ark., 2009; Tomar ve ark., 2017).  

M. gallisepticum enfeksiyonunun teşhisinde kullanılacak en önemli organ 

trakeler, en etkili yöntem ise rPCR olarak belirlenmiştir. Yapılan çalışmalarda 

kullanılabilecek tüm dokulardan örnekleme yapılması ve örneklerin oldukça düşük 

sıcaklıklarda muhafaza edilmesi de önerilmiştir (Özdemir ve ark., 2019). Örneklerin 

kısa süreli ve 4 °C’ta muhafazasında, PCR reaksiyonunu engelleyecek inhibitörler 

etkisini arttırmaktadır. Seyreltme metodu ile inhibitör konstanstrasyonu düşürülerek 

pozitif sonuçlar elde edilebilmektedir. Bu durum test edilen örnek miktarının 

düşürülmesi demektir. Bu nedenle, seyreltme ile inhibitör etkisinin azaltılması uygun 

bir uygulama olarak değerlendirilmemiştir (Çarlı ve ark., 2003, Mekkes ve ark., 2005). 

Örnek konsantrasyonun düşürülmesi, hastalık belirtisi gösteren kanatlılardan M. 

gallisepticum izolasyonunu etkileyebileceğinden çok tercih edilmemelidir. 
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M. gallisepticum için yapılan PCR testlerinde, diğer çalışmalarda olduğu gibi 

özel DNA bölgeleri kullanılmaktadır. Kullanılan metotlarda ya türü temsil eden bölgeler 

ya da özel bir serotipi tespit etmeyi sağlayan değişken bölgeler tercih edilmektedir. M. 

gallisepticum teşhisi için mgc2, pvpA, gapA ya da MGA_0309 gibi gen bölgeleri 

kullanılmaktadır (Indikova ve ark., 2013). Bu yolla yapılan PCR çalışmaları, 

bakteriyolojik izolasyona ihtiyaç duymaksızın tür tanımlamasına yardımcı olmaktadır 

(Hong ve ark., 2005). Yapılan sekanslama çalışmalarının sonucunda, bu protin kodlayan 

bölgelerin rutin PCR ve alignament analiz testleri yapılacak en önemli bölgeler olduğu 

gösterilmiştir. Bu bölgelerin tespitine yönelik rPCR metotları ile doğruluk ve 

tekrarlanabilirlik açısından en verimli sonuçlar elde edilmiştir (Ferguson-Noel ve ark., 

2005).  

Yapılan çalışmalarda aynı örnekler ile rPCR tekniğiyle klasik PCR’a nazaran 

daha fazla sayıda pozitif sonuç elde edilmiştir. Bu durum iki teknik arasındaki  

hassasiyet farkı ile açıklanmıştır (Mekkes ve ark., 2005).  Bu çalışmalarda, rPCR’da 

sıklıkla rastlanan, zayıf/yanlış pozitif sonuçlara kısmen aşı suşundan kaynaklı genetik 

materyallerin neden olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, sonuçların yorumlanmasında 

zayıf pozitif sonuçların elde edildiği örneklerin alındığı işletmeye ilişkin aşı bilgisine 

sahip olunmalıdır. Saha suşları ile aşı suşlarının ayrımı tüm hastalıklarda ortak bir 

problemdir. M. gallisepticum gibi çok sık aşılaması yapılan etkenlerin ayrımı ise daha 

zordur (Ferguson-Noel ve ark., 2005). Son dönemlerde yapılan çalışmalar ile DNA 

zincirindeki küçük farklılıklardan yola çıkılarak aşı suşları ile saha suşları 

ayrılabilmektedir (Ricketts ve ark., 2016). Aşı ve saha suşlarının ayrımında DNA 

parmak izi tekniği de kullanılmakla birlikte, saf kültür gerekliliği bu tekniğin 

kullanımını sınırlandırmaktadır (Hong ve ark., 2005).  

rPCR’da termal döngü cihazında bulunan dedektörden algılanan sinyaller 

değerlendirilmektedir. Bu sinyallerin kaynağı prob adı verilen işaretli nükleotit 

dizilerinde bulunan florojenik moleküllerdir (Heid ve ark., 1996). Prob dizisi bir ucunda 

karboksillenmiş flouresan molekülü (örn, FAM) ve diğer ucunda tutucu olarak da 

bilinen quancher (örn, TAMRA, BHQ) molekülünü bulundurmaktadır. Amplifikasyon 

esnasında DNA polimeraz enzimi probu kestiğinden tutucu molekül flouresan 

molekülünden uzaklaştığı için kanaldan verilen ışında kırılma oluşmaktadır. Her bir 

döngüde alınan sinyal, dedektör vasıtasıyla programa işlenmektedir. Pozitif örneklerde, 

dizinin uzatılması primer ve prob bölgesinden olduğu için sinyal elde edilmektedir 
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(Cacherill ve ark., 2001). Bazı çalışmalarda, direkt olarak amplifiye DNA’nın cihaz 

tarafından algılanması amacıyla SYBR Green boyası kullanılmaktadır. Bu boya 

maddesi özgül olmayan bağlanmalarda da ışıma gerçekleştirdiğinden son dönemlerde 

tercih edilmemektedir (Eischeid, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

26 

3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Serolojik Testler 

3.1.1. Kan Serumu Örnekleri 

 

Bu çalışmada Konya, Afyonkarahisar, Niğde, Gaziantep, Ankara, Kayseri ve 

Malatya illerinde bulunan özel işletmelerden Veteriner Hekim kontrolünde alınan 

toplam 300 adet kan örneği kullanılmıştır. Bu kan örneklerinin ait olduğu kanatlı türleri 

Grafik 3.1.’de verilmiştir. Civcivlerin kan serumlarında, yalnızca maternal IgG 

antikorları bulunduğundan dolayı ELISA testi ile daima pozitif sonuç elde edilmektedir 

ve civcivlerde M. gallisepticum enfeksiyonlarının tespitinde lam aglütinasyon testi 

tercih edilmektedir (Güler, 1992; Kempf ve ark., 1998). Bu nedenle, bu çalışmada 

yalnızca yetişkin hayvanlara ait kan örnekleri kullanılmıştır. 

 

Grafik 3.1. Kan Örneklerinin Ait Olduğu Kanatlı Türlerinin Dağılımı 

 

 

 

Kan örnekleri hayvanların kanat altından ya da boğazı kesilmek suretiyle ana 

atardamardan alınmıştır (Özgün, 2015). Alınan tam kan örnekleri 22 °C sıcaklıkta 1 saat 

ve daha fazla hacimde serum elde etmek amacıyla devamında 37 °C’ta 30 dakika 

inkübe edilmiştir (Erdağ ve ark., 1988). İnkübasyon sonrası kan örnekleri 400 g devirde 

5 dakika santrifüje tabi tutularak serumları elde edilmiştir. Bu işlemin sonunda yeterli 

miktarda serum elde edilememesi durumunda, iğne öze ile tüpün iç çeperi çizilerek 600 
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g devirde 3 dakika daha santrifüj yapılmıştır. Ayrılan serum örnekleri bir pipet 

yardımıyla alınarak steril tüplere aktarılmıştır. Elde edilen serum miktarının lam 

aglütinasyon ve ELISA testleri için yeterli olmaması durumunda lam aglütinasyon testi 

sonrasında santrifüj aşaması tekrar edilmiştir (OIE, 2018). 

Yapılan çalışmalar, uygun şartlarda muhafaza edilmeyen serumların yanlış 

pozitif veya yanlış negatif sonuçlara neden olduğunu ortaya koymuştur (Kappe ve ark., 

1993). Serum, plazma ve tam kan örneklerinin ancak birkaç gün stabil kalması 

nedeniyle örneklere koruyucu ilave edilmesi ya da düşük sıcaklıklarda muhafaza 

edilmesi gerektiği bildirilmiştir (Wasowics ve ark., 1993; De Cock ve ark., 2019). Bu 

çalışmada kullanılan ELISA testi dilüsyon solüsyonunun protein stabilizatörü ve 

koruyucu içermesi nedeniyle ilave bir koruyucu kullanılmamıştır ve serum örnekleri 

öncelikle lam aglütinasyon testine tabi tutulmuştur. Lam aglütinasyon testi sonrasında, 

serumlar ELISA testinin kit içeriğinde bulunan dilüsyon solüsyonu ile 1:50 oranında 

dilüe edilerek 4 °C’ta muhafaza edilmiştir. 

 

3.1.2. Lam Aglütinasyon Testi 

 

Pleyt serum aglütinasyon testi olarak da bilinen lam aglütinasyon testi, kan 

serumlarının boyalı antijenler ile test edilmesi prensibine dayanmaktadır (Kesler ve ark., 

2013). Sürü tarama çalışmalarında kullanılan lam aglütinasyon testinde boya 

solüsyonlarından kaynaklı yanlış pozitif sonuçların ayırt edilebilmesi için diğer 

serolojik test metotları ile birlikte kullanılması tavsiye edilmektedir (Glisson ve ark., 

1984). Muhafaza koşullarından kaynaklı yanlış pozitif sonuçların elimine edilebilmesi 

için lam aglütinasyon testi örnek alımı sonrasında 24 saat içinde gerçekleştirilmiştir 

(Sydenstricker ve ark., 2006; Dhondt ve ark., 2014). 

Lam aglütinasyon testi için kullanılan pembe ve mavi renkli boya içeren 

antijenler sırasıyla Charles River Laboratories (Wilmington, ABD) ve Soleil (Libourne, 

Fransa) firmalarından temin edilmiştir. Farklı renkte boya ihtiva eden antijenlerin 

seçilmesinin nedeni, sonuçların değerlendirilmesi esnasında olası karışıklıkların 

önlenmesidir. Her iki test antijeninde pozitif sonuç alınması durumunda örnekler M. 

gallisepticum pozitif olarak kabul edilmiştir.  Tek bir antijenle yapılan testte pozitif ya 

da her iki antijen ile yapılan testte şüpheli sonuç elde edilmesi durumunda, test Pendik 
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Veteriner Kontrol Araştırma Enstitüsünün (İstanbul, Türkiye) üretmiş olduğu antijen ile 

tekrarlanmıştır.   

Test öncesinde kan serumları ve antijenler 22 °C’ta 20 dakika inkübe edilmiştir. 

Test beyaz bir pleyt üzerinde eşit hacimde (20 µL) kan serumu ve antijenin 

karıştırılması ile gerçekleştirilmiştir (Allan ve ark., 1974). Karıştırma sonrasında pleyt 

iki dakika boyunca aralıklı olarak rotasyon hareketine tabi tutulmuştur (Erdağ ve ark., 

1988; OIE 2018). İki dakika sonra pleyt % 15 eğime sahip bir konumda 30 saniye 

bekletilerek solüsyonların dairesel bölümün aşağısında toplanması sağlanmıştır. Bu alan 

önce gözle, daha sonra bir büyüteç yardımı ile gözlenerek lam aglütinasyon test 

sonuçları değerlendirilmiştir. Pozitif sonuçların düzeylerine ilişkin standart olarak 

belirlenmiş bir değerlendirme bulunmamaktadır (Gökçelik, 2008; Dhondt ve ark., 2014; 

OIE 2018). Bu nedenle, doğrudan gözle görülemeyen, buna karşın büyüteç yardımıyla 

tespit edilebilen aglütin varlığında sonuçlar zayıf pozitif olarak sınıflandırılmıştır. Daha 

kolay ayırt edilebilen aglütin varlığında ise sonuçlar pozitif olarak sınıflandırılmıştır. 

 

3.1.3. ELISA Testi 

 

ELISA testi hastalığın ileri evrelerinde sentezlenen IgG antikorlarının tespiti için 

kullanılan bir metottur (OIE 2018).  M. gallisepticum’a spesifik antikorların tespiti ve 

sürü taramalarında son dönemlerde yaygın olarak ticari ELISA test kitleri 

kullanılmaktadır (Gökçelik 2008; Özgün, 2015). Ticari ELISA testlerinde kanatlı türü 

spesifik olmayan antikorları ihtiva eden konjugatlar kullanıldığından dolayı kanatlı türü 

fark etmeksizin test sonuçlarının elde edildiği rapor edilmiştir (OIE, 2018).  

Viral bir etken olmaması, kanatlı türüne göre sonucun değişmemesi nedeniyle 

mevcut ticari ELISA kitleri arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (OIE, 2018). Buna 

karşın, M. gallisepticum antikorlarının kısa sürede değişime uğraması ve başka hastalık 

etkenleri ile bir arada bulunması nedeniyle ELISA testi ile yanlış pozitif sonuç 

alınabilmektedir (Kleven ve ark.,  1998). Bu nedenle, ELISA testi sonuçlarının ticari 

test kiti marklarından bağımsız olarak farklı testler ile doğrulanması tavsiye 

edilmektedir (Koyuncu, 2014).  

Bu çalışmada, ELISA testi için kullanılan ticari test kiti Biochek (Gouda, 

Hollanda) firmasından temin edilmiştir. ELISA test kiti içeriğinde M. gallisepticum’a 
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spesifik inaktif antijenlerle kaplı mikroplakaların yanı sıra dilüsyon solüsyonu, anti-

chicken antikoru ihtiva eden konjugat, liyofilize formda substrat (Paranitrofenilfosfat), 

substrat çözündürme sıvısı, stop solüsyonu, yıkama solüsyonu ve stabilize edilmiş 

pozitif ve negatif serum örnekleri bulunmaktadır. Kit içeriğine ilave olarak, test 

geçerliliğinin değerlendirilmesinde kullanılan optik yoğunluk değerinin elde edildiği 

referans serum kit üreticisinden (Biocheck) temin edilmiştir.  

Test edilecek serum örnekleri, mikroplaka ve solüsyonlar 22 °C sıcaklığa 

ayarlanmış inkübatörde 2 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon işlemi sonrasında, serumlar 

steril bir mikroplakanın kuyucukları içinde dilüsyon tamponu ilavesi ile 1:50 oranında 

seyreltilmiştir. Seyreltme sonrasında mikroplaka kuyucuklarındaki içerik bir plaka 

karıştırıcı (IKA; Deutschland, Almanya) ile 15 dakika karıştırılmıştır. Mikroplaka 

kuyucuklarına pozitif ve negatif kontrol serumları, referans serum ve seyretilmiş serum 

örnekleri ilave edilmiştir. Kontrol ve referans serumları ve her bir serum örneği için iki 

adet kuyucuk kullanılmıştır. Örnek serumları kuyucuklar içinde dilüsyon solüsyonu ile 

1:10 oranında yeniden seyreltilmiştir.  

Mikroplakalar plaka çalkalayıcı üzerinde on dakika, sonrasında inkübatörde 22 

°C sıcaklıkta 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda tüm kuyucuklar yıkama 

solüsyonu ile dört kez yıkanmıştır. Yıkama sonrasında her bir kuyucuğa kullanıma hazır 

konjugat solüsyonu ilave edilmiştir. Konjugat ilavesi sonrasında mikroplaka 20 °C 

sıcaklıkta 30 dakika inkübe edilmiştir ve yıkama işlemi tekrarlanmıştır. Yıkama 

sonrasında her bir kuyucuğa hazırlanan substrat solüsyonundan ilave edilmiştir ve 

mikroplaka 22 °C’da 15 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda kuyucuklardaki 

reaksiyon kullanıma hazır stop solüsyonu ilavesi ile durdurulmuştur. Stop solüsyonu 

ilavesi sonrasında her bir kuyucuktaki optik yoğunluk bir plaka okuyucu (Biotek; 

Vermont, ABD) ile 405 nm dalga boyunda ölçülmüştür. Elde edilen optik yoğunluk 

değerleri kit üreticisi tarafından sağlanan bir yazılıma (Biochek Software) aktarılmıştır. 

Bu yazılım vasıtası ile tanımlanmış optik yoğunluk değerlerine göre test geçerliliği ve 

sonuçları değerlendirilmiştir  (Steel ve ark., 1980). 
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3.2. rPCR Testi 

3.2.1. Örnekler 

 

rPCR testi için kan örneği alınan hayvanların trakea, palatine fissure ve kloaka 

dokuları ile bu dokulardan alınan svablar kullanılmıştır. Svab ucu larinksin giriş 

bölümünden trakeanın iç yüzeyine kadar tüm çepere temas edecek şekilde sürülmüştür. 

Canlı hayvanlarda trakeal sürüntülerin yemle karışması rPCR reaksiyonunu olumsuz 

etkilediğinden dolayı palatine fissuredan svab alınmıştır (Branton ve ark., 1984). 

Kanatlılardan alınan doku ve svabların dağılımı Grafik 3.2.’de verilmiştir. Alınan svab 

ve doku örnekleri, sıvı faza M. gallisepticum’ların geçişi için transport solüsyonuna 

(PBS) konulmuştur (Silveria ve ark., 1996). Bu solüsyon aynı zamanda svab ucunun 

ıslatılması ve bu daha fazla miktarda örnek elde edilmesi için kullanılmıştır (Zain ve 

ark., 1995). Dokuların dekompozisyonu ve svabların homojenizasyonu için de 

kullanılan transport solüsyonunun muhteviyatı Tablo 3.4.’te verilmiştir: 

 

Tablo 3.1. Transport solüsyonunun hazırlanmasında kullanılan bileşenler ve miktarları 

 

 

Bileşen 
 

Miktarı 

Sodyum Klorür  

(NaCl)  

mK: 58.44 g/mol 

8.5 g 

Disodyum Hidrojen Fosfat  

(Na2HPO4)  

mK: 141.96 g/mol 

1.28 g 

Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat 

(NaH2PO4.2H2O)  

mK: 156.02 g/mol 

0.156 g 

Ultra Saf Su 995 mL (1 L’ye tamamlamak için) 

 

  Transport solüsyonu kütlece %0.85 NaCl, %0.128 Na2HPO4, %0.0156 

NAH2PO4.2H2O (Merck; Darmstadt, Almanya) ihtiva etmektedir (Gürbüz, 2008; Kesler 

ve ark., 2013). Sodyum tuzları kullanılmadan bir transport solüsyonu hazırlanmak 

istendiğinde serum fizyolojik (FTS) yeterli olmaktadır. Transport solüsyonunun içinde 

bulunan farklı bir madde, reaksiyonu inhibe edebilmektedir (Gibb ve ark., 1997). Bu 
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nedenle, svablar transport solüsyonu dışında herhangi bir solüsyon kullanılmadan ve 

mikoplazma kültürü yapılmadan rPCR’a tabi tutulmuştur.  

 

Grafik 3.2. Svab-doku örneklerinin dağılımı 

 

 

 

Svab-doku örnekleri transport solüsyonuna konulduktan sonra 15 saniye vorteks 

ile karıştırılmış ve 4 °C’ta 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası doku-svab 

örnekleri 30 saniye vorteks ile karıştırılmış ve transport solüsyonundan 200 µL alınarak 

DNaz ve RNaz içermeyen steril bir tüpe aktarılmıştır. 

 

3.2.2. DNA İzolasyonu 

 

Bu çalışmada, mikoplazmalardan kromozamal DNA izolasyonu amacıyla 

Qiagen (Hilden, Almanya) firmasından temin edilmiş Cador Pathogen Mini Kit isimli 

ticari DNA izolasyon kiti kullanılmıştır. Kit içeriğinde; 2 mL filtreli tüplerin yanı sıra 

iki adet stok yıkama tamponu, stok binding tamponu, yıkama esnasında kullanılan 

kapaksız tüpler, lizis tamponu, elüsyon tamponu, proteinaz K ve carrier RNA 

bulunmaktadır. Stok yıkama tamponları önerilen miktarlarda %96’lık etil alkol (Merck; 

Darmstadt, Almanya), stok binding tamponu ise izopropanol (Merck; Damstadt, 

Almanya) ilavesi ile hazırlanmıştır. DNA izolasyonu yapılacak svab-doku örneklerine 

proteinaz K (serin proteaz) ve lizis tamponu ilave edilmiştir. Tüpler karıştırıldıktan 

19.24% 

72.08% 

6.82% 1.86% 

Direkt Doku

Trakeal Svab

Palatine Fissure Svabı

Kloakal Svab
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sonra 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda tüplere binding 

tamponu ilave edilmiş ve 6000 g dönme hızında kısa süreli santrifüje tabi tutulmuştur. 

Santrifüj sonrası tüp içerikleri filtreli tüplerin üst bölümüne boşaltılmış ve 6000 g’de 1 

dakika santrifüj yapılmıştır. Santrifüj sonrasında filtreler yıkama tüplerine yerleştirilerek 

yıkama tamponları ilavesi yapılmış ve sonrasında santrifüj işlemi ile yıkanmıştır. 

Yıkama sonrasında filtre kapaklı bir tüpe yerleştirilmiştir. Elüsyon tamponu ilavesi 

sonrasında tüpler 20000 g’de 1 dakika daha santrifüje tabi tutulmuştur ve işlemin 

ardından filtre tüpten ayrılmıştır. Tüplerin üzerine örnek bilgileri kaydedildikten sonra – 

20 °C’ta muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.4. DNA Amplifikasyonu 

 

rPCR testinde Qiagen (Hilden, Almanya)  firmasından temin edilen QuantiNova 

Probe PCR kiti kullanılmıştır. Kit içeriğinde; 2 adet konsantre tampon solüsyonu, RNaz 

içermeyen ultra saf su, referans solüsyonu ve dilüsyon tamponu bulunmaktadır. 

Reaksiyon karışımının hazırlanmasında, Callison ve ark. (2006) tarafından yapılan bir 

multipleks rPCR çalışması referans alınmıştır. Bu çalışmada, mgc2 gen bölgesinin 

MGA_0319 hedefine özgü primer çiftleri ve prob Metabion (Münih, Almanya) firması 

tarafından sentezlenmiştir. Reaksiyon karışımının bileşenleri ve miktarları Tablo 3.4’te 

verilmiştir. Kullanılan primerlerin ve probun baz dizileri aşağıda verilmiştir: 

 

‘‘ F Primer (mglpU26): 5’ – CTA-GAG-GGT-TGG-ACA-GTT-ATG – 3’, 

   R Primer (mglp 164):  5’ – GCT-GCA-CTA-AAT-GAT-ACG-TCA-AA – 3’, 

   Prob (mglpprobe): 6FAM – CAG-TCA-TTA-ACA-ACT-TAC-CAC-CAG-AAT-

CTG – BHQ_1 ’’ 
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Reaksiyon karışımına eklenecek solüsyonlar ve miktarları Tablo 3.4.’te 

verilmiştir: 

 

Tablo 3.2. rPCR testi reaksiyon karışımı 

 

Bileşen Miktar 

2X Qiagen QuantiNova Probe PCR 

MasterMix 

10 µL 

 

 

Primer Probe Mix (20X) 

 

1 µL 

(Primerlerin son konsantrasyonu 0.5 µM, 

probun 0.2 µM olmuştur) 

RNaz İçermeyen Saf Su 4 µL 

Reaksiyon Karışımı 15 µL 

Örnek (Template) 

TOPLAM Reaksiyon Karışımı 

5 µL 

20 µL 

 

 

rPCR için QuantiNova Probe PCR kiti üreticisi tarafından önerilen sıcaklık 

profili kullanılmıştır (Tablo 3.5). 

 

 Tablo 3.3. rPCR testinde kullanılan sıcaklık profili 

 

 Sıcaklık Zaman Döngü Sayısı 

Denatürasyon 95 °C 2 dakika - 

Amplifikasyon 
95 °C 

60 °C 

5 saniye 

5 saniye 
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rPCR test sonuçlarının değerlendirilmesi için örneklerle birlikte pozitif ve 

negatif kontroller kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak cycle of threshold’u (CT) 23-27 

arasında değişen örnekler tercih edilmiştir. Pozitif kontrolün CT değeri çok düşük olan 

örneklerden seçilmesi, eğrinin diğer örnekler üzerinde gölgeleme etkisi yapması 

nedeniyle yanlış negatif sonuçlar elde edilmesine neden olmaktadır. Bununla birlikte 

kuvvetli pozitif olan kontroller uzun süreli kullanımlarda kontaminasyon riskini 

arttırmakta, kimi zaman yanlış pozitif sonuçlara yol açmaktadırlar. Negatif kontrol ile 

herhangi bir sinyal tespit edilmemesi gerekmektedir. rPCR testinin tamamlanmasından 

sonra, sonuçların değerlendirilmesinde üç parametre kullanılmıştır. Bunlar eğrinin şekli 

ve programda bulunan slope correct ile outlier removal seçenekleridir. Eğrinin sigmoid 

olması ve diğer iki seçenek tercih edildiğinde negatif sonuç elde edilmemesi durumunda 
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örnekler pozitif olarak değerlendirilmiştir. rPCR testinde 35’e kadar olan CT değerine 

sahip örnekler pozitif, daha yüksek CT elde edilen örnekler negatif olarak belirlenmiştir. 

 

3.3 Sonuçların İstatistikî Analizi 

 

ELISA ve lam aglütinasyon testlerinden elde edilen sonuçların karşılaştırılması 

için çeşitli hesaplamalar kullanılmıştır. Serolojik testlerden elde edilen sonuçların 

uyumuna ilişkin istatistikî hesaplama metotları bulunmaktadır. Ortak oransal uyum da 

denilen bir metot karşılaştırma çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır (Benzecri, 

1960). Bu metotta, testlerden elde edilen ortak pozitif ve ortak negatif sonuçların tüm 

ortak sonuçlara oranı hesaplanmaktadır. Farklı dönemlerde yapılan testlerden elde 

edilen sonuçlar arasındaki değişiklikler tespit edilmektedir. Bu metodun 

kullanılmasında tek şart, farklı testlerin aynı tip örneklerden gerçekleştirilmesidir.  

 

Tablo 3.4. Ortak oransal uyum oranı hesaplaması 

 

 1. Testte Elde Edilen 

Pozitif Sonuç 

2. Testte Elde Edilen 

Negatif Sonuç 

2. Testte Elde Edilen 

Pozitif Sonuç 
A B 

2. Testte Elde Edilen 

Negatif Sonuç 
C D 

 

Pozitif Ortak Oransal Uyum= A / (A+D) 

 

Negatif Ortak Oransal Uyum = D / (A+D) 

 

 

Bu çalışmada, tüm sonuçlar Cohen’in ĸ istatistikî hesaplama modeli ile 

değerlendirilmiştir. rPCR testi ile serolojik testlerden elde edilen sonuçlar, ikili olarak 

karşılaştırılarak ĸ değerleri hesaplanmıştır. Örneklerin M. gallisepticum pozitif olduğu 

kesin olarak bilinmediğinden, veriler ki-kare testine tabi tutulmamıştır. Cohen’in ĸ 

katsayısının hesaplanmasında aşağıdaki tablodan yararlanılmıştır (Kılıç, 2015): 
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Tablo 3.5. Test sonuçlarının değerlendirilmesinde ĸ katsayısının belirlenmesi için kullanılan taslak 

 

KAPPA Hesaplama 

Taslağı 

1. Testte Pozitif 

Bulunan Serum 

Sayısı 

1. Testte Negatif 

Bulunan Serum 

Sayısı 

TOPLAM 

2. Testte Pozitif 

Bulunan Serum 

Sayısı 

A C 
(A+C) / E 

% Z 

2. Testte Negatif 

Bulunan Serum 

Sayısı 

B D 
(B+D) / E 

% T 

TOPLAM 
(A+D) / E 

% X 

(C+D) / E 

% Y 

E = A+B+C+D 

% 100 

Pr (a) = (A+B)/E 

P1 = (% X) x (% Z) 

P2 = (% Y) x (% T) 

Pr (e) = P1 + P2 

   (Pr (a) – Pr (e)) 

ĸ = --------------------------- 

    1 – Pr (e) 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

4.1. Serolojik Test Sonuçları 

 

Bu çalışmada, hastalık belirtilerinin görüldüğü erken dönemde alınan300 adet 

serum örneğine, M. gallisepticum’un tespiti için lam aglütinasyon ve ELISA metotları 

ile test yapılmıştır. Lam aglütinasyon testinde, 148 örnek pozitif, 152 örnek negatif 

olarak değerlendirilmiştir. ELISA testinde ise örneklerin 128’inin pozitif, 172’sinin 

negatif olduğu tespit edilmiştir. Serolojik testlerden elde edilen sonuçların dağılımı 

Grafik 4.1.’de verilmiştir. 

 

 
 

Grafik 4.1. Serolojik testlerden elde edilen sonuçlar 

 

İlk testlerin gerçekleştirildiği tarihten 21 gün sonra, hastalık belirtileri devam 

eden 100 adet kanatlının kan serumları aynı serolojik metotlar ile yeniden test 

edilmiştir. Her iki test ile 55 örnek pozitif, 45 örnek ise negatif olarak saptanmıştır. 

Enfeksiyonun ileri döneminde pozitif sonuç sayısının arttığı belirlenmiştir. ELISA 

testinde pozitif sonuçlarda oluşan artışın, lam aglütinasyon testine nazaran daha yüksek 

olduğu saptanmıştır. Serolojik testlerin en az birinde pozitif sonuç elde edilen örnek 

sayısının, tüm örneklerin % 90’ını temsil ettiği tespit edilmiştir. Erken ve ileri dönemde 

alınan örneklere yapılan serolojik testlerde elde edilen pozitif sonuçların arttığı 

gözlenmekle birlikte, lam aglütinasyon testindeki yükselişin azalma eğilimi gösterdiği 

ELISA Testinde

Pozitif
ELISA Testinde

Negatif
Lam Aglütinasyon

Testinde Pozitif
Lam Aglütinasyon

Testinde Negatif

42.70% 57.30% 49.30% 50.70% 



 

 

37 

tespit edilmiştir. İlk testlerin gerçekleştirildiği tarihten 21 gün sonra gerçekleştirilen 

serolojik testlerden elde edilen sonuçlar Grafik 4.2.’de verilmiştir. 

 

 
 

Grafik 4.2. İleri döneme ait seroloji test sonuçları 

 

4.2. rPCR Test Sonuçları 

 

Kanatlılardan erken dönemde alınan svab-doku örneklerinin 180 adedinden 

pozitif, 120 adedinden negatif sonuç elde edilmiştir. Pozitif sonuçlara ait CT 

değerlerinin aritmetik ortalamasının 24.42, standart sapmasının (ϭ) 4.84 olduğu tespit 

edilmiştir. İleri dönemde alınan trakeal svabların 75 (% 75) adedinde M. gallisepticum 

tespit edilmiştir. Bu örneklerden elde edilen pozitif sonuçların ortalama CT değeri 26.77, 

ϭ’sının ise 6.46 olarak saptanmıştır. rPCR testinden elde edilen CT değeri 35’ten yüksek 

olan örnekler negatif olarak kabul edilmiştir. Hastalığın izlendiği dönemde bu 

sonuçların elde edildiği kanatlılar da gözlem altında tutulmuştur. 

ELISA Testinde
Pozitif

ELISA Testinde
Negatif

Lam Aglütinasyon
Testinde Pozitif

Lam Aglütinasyon
Testinde Negatif

55.00% 
45.00% 55.00% 

45.00% 
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Şekil 4.1. rPCR testine ait sonuç 

 

126 trakeal svab, 28 palatine fissure, 6 kloakal svab ve 20 trakeal doku 

örneğinde M. gallisepticum tespit edilmiştir. Pozitif sonuçların örnek tipine göre 

dağılımı Grafik 4.3.’te verilmiştir. rPCR testinde pozitif sonuçların önemli bir 

bölümünün trakeal svablardan elde edildiği belirlenmiştir. Doku örneklerinin eksudatı 

tutması nedeniyle transport solüsyonunun berrak kaldığı saptanmıştır. Trakeal svablarda 

ise direkt eksudat alındığından türbiditenin kolaylıkla oluştuğu tespit edilmiştir. 

İzolasyon performansının yüksek olması nedeniyle, ileri enfekte kanatlılardan trakeal 

svab alınarak rPCR testi gerçekleştirilmiştir.  
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Grafik 4.3. Doku ve svablardan elde edilen rPCR test sonuçları 

 

rPCR testinde elde edilen pozitif sonuç oranının, kanatlı türüne göre farklılık 

gösterdiği tespit edilmiştir. Erken dönemde, 144 tavuk, 11 hindi, 15 bıldırcın ve 11 adet 

sülünden alınan örneklerde M. gallisepticum tespit edilmiştir. İleri dönemde  ise,  59 

tavuk, 6 hindi, 5 bıldırcın ve 6 sülünden alınan örneklerde pozitif sonuç elde edilmiştir 

(Grafik 4.4). Serolojik test sonuçlarında olduğu gibi, rPCR testinde de 21 gün sonra 

pozitif sonuç oranının arttığı gözlemlenmiştir. 

 

 
 

Grafik 4.4. Kanatlı türüne göre pozitif sonuçların değişimi 

Trakeal Svab Palatine Fissure
Svabı

Trakea Kloakal Svab

71.20% 

48.28% 

40.00% 40.00% 

28.80% 

51.72% 
60.00% 60.00% 

Pozitif

Negatif

Bıldırcın

Hindi

Sülün

Tavuk

69.99% 

50.00% 

73.34% 

58.84% 

83.35% 

54.55% 

100.00% 

74% 

İleri Dönem Erken Dönem
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4.3. Test Sonuçlarının Karşılaştırılması 

 

Serolojik test sonuçlarına göre, iki test ile pozitif olarak tanımlanan örnek sayısı 

78, negatif olarak tanımlanan örnek sayısı ise 102’dir. Lam aglütinasyon testinde 

pozitif, ELISA testinde negatif sonuç elde edilen örnek sayısı 70 iken, ELISA testinde 

pozitif, lam aglütinasyon testinde negatif sonuç elde edilen örnek sayısının 50 olduğu 

belirlenmiştir. 21 gün sonra alınan 100 örnekte ise, iki serolojik test ile pozitif sonuç 

elde edilen örnek sayısının 20, negatif sonuç elde edilen örnek sayısının ise 10 olduğu 

tespit edilmiştir. Sadece ELISA testi veya sadece lam aglütinasyon testi ile pozitif sonuç 

alınan örnek sayısı 35 olarak saptanmıştır. 

rPCR testinde elde edilen pozitif sonuçlar, serolojik test sonuçlarının ifade 

edilmesinde önemli bir parametre olarak kabul edilmiştir (Garcia ve ark., 1996; Fraga 

ve ark., 2013). Bu çalışmada, serolojik testler ile elde edilen pozitif örnek sayılarının 

rPCR ile elde edilen pozitif sonuç sayısına yakın olduğu saptanmıştır. Bununla birlikte, 

serolojik testler ile rPCR sonuçları arasındaki uyumun negatif sonuç elde edilen 

örneklerde daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. M. gallisepticum tespit edilememiş 

kanatlılardan alınan serum örneklerinde, ELISA testi ile daha fazla sayıda pozitif sonuç 

elde edilmiştir. rPCR testinde elde edilen sonuçlara göre serolojik test sonuçlarının 

dağılımı Grafik 4.5.’te verilmiştir. 

 

 
 

Grafik 4.5. Erken dönem rPCR sonuçlarına göre serolojik test sonuçları 
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İlk test tarihinden 21 gün sonra alınan örneklerde ise, ELISA sonuçlarında kayda 

değer değişiklikler olduğu gözlenmiştir. rPCR negatif kanatlılardan alınan serumların 

önemli bir bölümünde, ELISA testinde pozitif sonuç elde edilmiştir. İleri dönemde 

rPCR testinden elde edilen sonuçlara göre serolojik test sonuçlarının dağılımı Grafik 

4.6.’da verilmiştir. 

 

 
 

Grafik 4.6. İleri dönemde rPCR sonuçlarına göre serolojik test sonuçları 

 

 

4.3.1. Test Sonuçlarının İstatistikî Karşılaştırması 

 

Kanatlılardan alınan örneklere yapılan testlere ait sonuçların istatistikî 

incelemesinde Cohen’in Kappa formülasyonu kullanılmıştır. Test sonuçları ikişerli 

gruplar halinde karşılaştırılarak verilere ait ĸ değerleri belirlenmiştir. Erken döneme ait 

veriler Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3.’te verilmiştir. 
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Tablo 4.1. Erken dönem ELISA ve lam aglütinasyon test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 
Lam Aglütinasyon 

Pozitif 

Lam Aglütinasyon 

Negatif 
TOPLAM 

ELISA Pozitif 78 50 
(78+50) / 300 

% 42,66 

ELISA Negatif 70 102 
(70+102) / 300 

% 57,34 

TOPLAM 
(70+78) / 300 

% 49,33 

(50+102) / 300 

% 50,67 

78+50+70+102 

% 100 

Pr (a) = 0,60 

P1 = 0,49 x 0,42 

P2 = 0,50 x 0,57 

Pr (e) = 0,21 + 0,29 

   0,60 – 0,50 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,50 

ĸEL = 0,19 

 

ELISA ve lam aglütinasyon test sonuçları ile ĸ değeri 0,19 olarak saptanmıştır. 

Bu değer, istatistiksel açıdan iki testin sonuçları arasındaki uyumun zayıf (0,01<ĸ<0,20) 

olduğunu ortaya koymaktadır (Koch ve Landis, 1977)  

 

Tablo 4.2. Erken dönem rPCR ve lam aglütinasyon test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 
Lam Aglütinasyon 

Pozitif 

Lam Aglütinasyon 

Negatif 
TOPLAM 

rPCR Pozitif 140 40 
(140+40) / 300 

% 60,00 

rPCR Negatif 8 112 
(8+112) / 300 

% 40,00 

TOPLAM 
(140+8) / 300 

% 49,34 

(40+112) / 300 

% 50,66 

140+40+8+112 

% 100 

Pr (a) = 0,84 

P1 = 0,49 x 0,60 

P2 = 0,50 x 0,40 

Pr (e) = 0,29 + 0,20 

   0,84 – 0,49 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,49 

ĸRL = 0,68 

 

rPCR ve lam aglütinasyon testlerinden elde edilen sonuçlar ile ĸ değeri 0,68 

olarak saptanmıştır. Bu değer, iki testin sonuçları arasında iyi düzeyde uyum 

(0,61<ĸ<0,80) olduğunu göstermektedir (Koch ve Landis, 1977).  
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Tablo 4.3. Erken dönem rPCR ve ELISA test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 

 

ELISA Pozitif 

 

 

ELISA Negatif 

 

TOPLAM 

 

rPCR Pozitif 104 76 
(104+76) / 300 

% 60,00 

rPCR Negatif 24 96 
(24+96) / 300 

% 40,00 

TOPLAM 
(104+24) / 300 

% 42,66 

(76+96) / 300 

% 57,34 

104+76+24+96 

% 100 

Pr (a) = 0,66 

P1 = 0,42 x 0,60 

P2 = 0,57 x 0,40 

Pr (e) = 0,25 + 0,22 

   0,66 – 0,48 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,48 

ĸRE = 0,35 

 

rPCR ile ELISA test sonuçları arasındaki uyum düzeyinin zayıf olduğu (0,35) 

olduğu tespit edilmiştir (0,21<ĸ<0,40).  

İlk test tarihinden 21 gün sonra alınan örneklere gerçekleştirilen testlerden elde 

edilen sonuçlar için de aynı istatistikî hesaplamalar yapılmıştır. Elde edilen veriler 

Tablo 4.4., Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da ifade edilmiştir. 

 

Tablo 4.4. İleri dönem ELISA ve lam aglütinasyon test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 
Lam Aglütinasyon 

Pozitif 

Lam Aglütinasyon 

Negatif 
TOPLAM 

ELISA Pozitif 20 35 
(20+35) / 100 

% 55,00 

ELISA Negatif 35 10 
(35+10) / 100 

% 45,00 

TOPLAM 
(20+35) / 100 

% 55,00 

(35+10) / 100 

% 45,00 

20+35+35+10 

% 100 

Pr (a) = 0,30 

P1 = 0,55 x 0,55 

P2 = 0,45 x 0,45 

Pr (e) = 0,30 + 0,20 

   0,3 – 0,50 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,50 

ĸEL(21) = - 0,41 

 

İlk test tarihinden 21 gün sonra alınan örneklerden elde edilen serolojik test 

sonuçları arasındaki uyumun (-0,41) negatif orta düzeyde olduğu tespit edilmiştir 

(0,41<ĸ<0,60). Bu değer, testlerin ileri dönemde birbirine ters ve ĸ için orta düzeyde 

uyumlu sonuçlar verdiğini göstermiştir. 
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Tablo 4.5. İleri dönem rPCR ve lam aglütinasyon test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 
Lam Aglütinasyon 

Pozitif 

Lam Aglütinasyon 

Negatif 
TOPLAM 

rPCR Pozitif 52 23 
(52+23) / 100 

% 75,00 

rPCR Negatif 3 22 
(3+22) / 100 

% 25,00 

TOPLAM 
(52+3) / 100 

% 55,00 

(23+22) / 100 

% 45,00 

52+23+3+22 

% 100 

Pr (a) = 0,74 

P1 = 0,55 x 0,75 

P2 = 0,45 x 0,25 

Pr (e) = 0, 41 + 0,11 

   0,74 – 0,52 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,52 

ĸRL(21) = 0,45 

 

İlk test tarihinden 21 gün sonra alınan örneklerden elde edilen rPCR ile lam 

aglütinasyon test sonuçları ile ĸ değeri 0,45 olarak saptanmıştır. Bu değer, iki test ile 

elde edilen sonuçlar arasında orta düzeyde bir uyum olduğunu işaret etmektedir 

(0,41<ĸ<0,60). Erken döneme nazaran rPCR ve lam aglütinasyon testleri arasındaki 

uyum belirgin bir şekilde azalmıştır. 

 

Tablo 4.6. İleri dönem rPCR ve ELISA test sonuçları için ĸ değerinin hesaplanması 

 

 

 

rPCR Pozitif 

 

 

rPCR Negatif 

 

 

TOPLAM 

 

ELISA Pozitif 35 20 
(35+20) / 100 

% 55,00 

ELISA Negatif 40 5 
(40+5) / 100 

% 45,00 

TOPLAM 
(35+40) / 100 

% 75,00 

(20+5) / 100 

% 25,00 

35+20+40+5 

% 100 

Pr (a) = 0,40 

P1 = 0,75 x 0,55 

P2 = 0,25 x 0,45 

Pr (e) = 0,41 + 0,11 

   0,4 – 0,52 

ĸ = --------------------------- 

    1 – 0,52 

ĸRE(21) = - 0,26 

 

 

rPCR ile ELISA test sonuçları arasında negatif zayıf düzey uyum (-0,26) olduğu 

tespit edilmiştir. (0,21<ĸ<0,40) Hastalık belirtilerinin ileri döneminde alınan örnekler 

için, rPCR ile ELISA testleri arasındaki uyum zayıf olarak saptanmıştır. Erken ve ileri 

dönemde alınan örneklerden elde edilen sonuçlar ilişkin ĸ değerleri Tablo 4.7. ve Tablo 

4.8.’de verilmiştir. 
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Tablo 4.7. Erken dönem test sonuçlarına ait ĸ değerleri 

 

Kappa Katsayıları 

 

ELISA ve Lam Aglütinasyon 

Testleri 

 

0.19 (Önemsiz 

Düzey) 

 

rPCR ve Lam Aglütinasyon 

Testleri 

 

0.68 (İyi Düzey) 

 

rPCR ve ELISA Testleri 

 

0.35 (Zayıf Düzey) 

 

Tablo 4.8. İleri dönem test sonuçlarına ait ĸ değerleri 

 

Kappa Katsayıları 

(21. Gün) 

 

ELISA ve Lam Aglütinasyon 

Testleri 

 

-0.41 (Negatif Orta 

Düzey) 

 

rPCR ve Lam Aglütinasyon 

Testleri 

 

0.45 (Orta Düzey) 

rPCR ve ELISA Testleri 
- 0.26 (Negatif Zayıf 

Düzey) 

 

ĸ hesaplaması dışında; enfeksiyon sürecinin serolojik test sonuçlarına etkisinin 

araştırılmasında ortak oransal uyum formülasyonu kullanılmıştır (Benzecri, 1960; 

Seyfullahoğulları, 2003). Erken ve ileri evrede alınan örneklerden serolojik testler ile 

elde edilen sonuçlar arasında kayda değer farklılıklar gözlemlenmiştir. Erken dönemde, 

serolojik test sonuçlarının uyumunun daha yüksek olduğu, buna karşın ileri dönemde 

test sonuçları arasındaki uyumun oransal olarak azaldığı tespit edilmiştir. Elde edilen 

pozitif sonuç oranının artmasına karşın; ortak pozitif sonuçlarda azalma, ortak negatif 

sonuçlarda ise yükselme olduğu saptanmıştır (Grafik 4.7.). 
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Grafik 4.7. Hastalık belirtisi gösteren kanatlılara ait erken ve ileri dönem seroloji test sonuçlarında 

ortak oransal uyum grafiği 

 

4.4. Tartışma 

 

Bu çalışmada, hastalık belirtilerinin ortaya çıktığı erken dönemde 300, hastalık 

belirtilerinin devam ettiği ileri dönemde 100 adet kanatlıdan alınan doku-svab 

örneklerine rPCR, serum örneklerine ise ELISA ve lam aglütinasyon testi yapılmıştır. 

CRD’nin erken ve ileri döneminde kullanılan test metotlarının performansları 

karşılaştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda, testlerden elde edilen sonuçların 

doğrulanmasında istatistikî hesaplama metotlarının kullanılması önerilmiştir (Mekkes 

ve ark., 2005; Landman, 2014; Abuşoğlu ve ark., 2015). Bu çalışmada kullanılan temel 

istatistikî hesaplama metodu, Cohen’in Kappa güvenilirlik katsayısı formülasyonudur 

(Neundorf, 2002; Riffe ve ark., 2005; Gwet, 2010). ĸ, William Scott’un ‘‘pi’’ 

hesaplamasının (1955) Jacob Cohen tarafından geliştirilerek (1960) birden fazla veri 

setinin incelendiği bir metottur. Hesaplamalar sonucunda çıkan değerler, test 

metotlarının yorumlanmasında kullanılmıştır. Örnek sayısı 30’dan fazla olduğunda, 

istatistikî değerlendirme sonuçlarının güvenilir olduğu yapılan çalışmalarla 

doğrulanmıştır (Kanık ve ark., 2010).  

Yapılan çalışmalarda, iki test arasında mükemmel uyum olması için ĸ değerinin 

en az 0,75 olması önerilmiştir (Fleiss, 1971). Bununla birlikte, yaygın kullanılan bir 

diğer sınıflandırmada, ĸ değerinin 0,81 olması tavsiye edilmiştir (Koch ve Landis, 
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1977). Bu çalışmada, ĸ değerlerinin test metotları arasında mükemmel uyuma işaret 

etmediği tespit edilmiştir. Bazı karşılaştırmalarda ĸ’nın negatif değer aldığı 

saptanmıştır. Bu sonuçlar, hastalığın tespitinde sadece bir metodun kullanılamayacağını 

ortaya koymuştur. 

Hastalık belirtilerinin ortaya çıktığı erken dönemde alınan örneklere yapılan 

testlerden elde edilen sonuçların, istatistiksel açıdan mükemmel düzeyde uyuma sahip 

olmadığı saptanmıştır. Serolojik testlerden elde edilen sonuçlara ilişkin ĸ değerinin 

önemsiz düzeyde olduğu tespit edilmiştir. Yapılan çalışmalarda, lam aglütinasyon ve 

ELISA testlerinin farklı antikorları tanıdığı ve değişik sonuçlar verdiği bildirilmiştir 

(Arda, 2002). Bu nedenle, erken dönemde alınan örneklere hem ELISA hem de lam 

aglütinasyon testlerinin yapılması önerilmiştir (Stipkovits ve ark., 1996; Feberwee ve 

ark., 2005). Serolojik testlerden elde edilen sonuçların farklı test metotları ile 

doğrulanması gerektiği belirtilmiştir (Dakman ve ark., 2009). 

Hastalık belirtileri gösteren kanatlılarda, erken dönemde M. gallisepticum tespiti 

için serolojik testlere ilaveten rPCR testi yapılması tavsiye edilmiştir (Ferguson-Noel ve 

ark., 2016). Serolojik testler ile rPCR testinden elde edilen sonuçların karşılaştırılması 

sonucu, lam aglütinasyon testinin daha avantajlı olduğu gözlemlenmiştir. Bununla 

birlikte, ELISA testinden elde edilen sonuçlar ile rPCR test sonuçları arasındaki 

uyumun zayıf düzeyde olduğu saptanmıştır. Bu durum, IgG antikorların M. 

gallisepticum eliminasyonundan sonra oluşması ve uzun süre kanatlı vücudunda 

kalması ile açıklanmıştır (Arda, 2011). ELISA testinde elde edilen pozitif sonuçların % 

18.75’inin, rPCR negatif kanatlılardan alınan örneklerden tespit edildiği saptanmıştır. 

Bu sonuçlar, erken dönemde alınan örneklere ELISA testi yapılması durumunda, aynı 

kanatlılardan svab alınarak rPCR ile test edilmesinin önemini ortaya koymuştur. 

Bakteriyel mikroorganizmalar farklı metotlarla tespit edilebilmektedir. Hastalık 

belirtilerinin ortaya çıktığı erken dönemde M. gallisepticum’a özgü DNA izole 

edilebilmektedir. Buna karşın CRD etkeninin serolojik testlerle tespiti, enfeksiyonun 

üçüncü haftasında gerçekleştirilmektedir (McGregor ve ark., 2015). Diğer bakteri 

türlerinden farklı olarak; M. gallisepticum izolatlarının, kanatlı türleri arasında geçiş 

gösterirken patojenisitesinin azaldığı bildirilmiştir (Yoder ve ark., 1991). M. 

gallisepticum kanatlı dokusunda ortalama 17 gün içinde çoğalırken, kolonizasyonu 3 ila 

6 hafta kadar sürmektedir. Sürünün sadece % 5’inde ilk günlerde M. gallisepticum’a 

özgü antikorlar tespit edilebilmektedir (Glisson ve ark., 1984). Bu nedenle klinik 
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belirtileri süren kanatlılardan 21 gün sonra yeniden kan serumu ve svab örnekleri 

alınmıştır. 

Hastalık belirtilerinin devam ettiği ileri dönemde alınan örneklere yapılan 

testlerden elde edilen sonuçlara ilişkin ĸ değerleri, sonuçlar arasında iyi bir uyum 

olmadığını göstermiştir. rPCR ile lam aglütinasyon testlerinden elde edilen sonuçlara ait 

ĸ değerinin, erken döneme nazaran % 22.78 azaldığı tespit edilmiştir. Bu durumun, 

rPCR testinde pozitif, lam aglütinasyon testinde negatif sonuç elde edilmesinden 

kaynaklandığı saptanmıştır. ELISA testinde elde edilen pozitif sonuçlarda oluşan artışın 

diğer testlere nazaran daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bu nedenle, ELISA testi ve 

diğer testlerden elde edilen sonuçlar ile ĸ değerlerinde kayda değer değişiklikler 

gözlenmiştir. Yapılan çalışmalar, farklı zaman aralıklarında yapılan ELISA testlerinde 

değişik sonuçlar elde edildiğini ortaya koymuştur (Arda, 2011). Bu çalışmada, lam 

aglütinasyon ve rPCR testleri için de aynı durumun geçerli olduğu saptanmıştır. 

El Gazzar ve ark (2011) kanatlılardan örnek alımında, hastalık evresinin dikkate 

alınması gerektiğini bildirmişlerdir. Yine Gaunson ve ark (2006) klinik belirti gösteren 

kanatlılardan farklı dönemlerde alınan örneklerde, elde edilen sonuçların farklılık 

gösterebildiğini ortaya koymuşlardır. Bu çalışmada, aynı hayvanlardan hastalık 

belirtilerinin görüldüğü erken ve ileri dönemde alınan örneklerden elde edilen test 

sonuçlarının değiştiği tespit edilmiştir. ELISA testinde elde edilen sonuçlardaki 

değişikliğin, diğer test metotlarına nazaran daha yüksek seviyede olduğu saptanmıştır. 

Bu durumun, IgG düzeyinin değişmesi, kemokin ile sitokinlerin uyarımı ve 

immünosüpresif etkiden kaynaklandığı bildirilmiştir (Lam ve ark., 2003; Cizelj ve ark., 

2011).  

Kleven ve ark (2003) tarama çalışmalarında lam aglütinasyon ve ELISA 

testlerinin kullanılmasını tavsiye etmişlerdir. Abdelmoumen ve ark (1995) ise lam 

aglütinasyon testinin M. synoviae enfeksiyonlarından etkilendiğini ve yanlış pozitif 

sonuçlar elde edildiğini bildirmişlerdir. Klinik belirtilerin olduğu erken dönemde lam 

aglütinasyon testinin gayet hassas olduğu ve isabetli sonuçlar verdiği ortaya 

koyulmuştur (Luttrell ve ark., 1996). Hastalık belirtilerinin devam ettiği ileri dönemde 

ya da sekonder enfeksiyonlarda ise ELISA testinin kullanışlı olduğu bildirilmiştir (Arda, 

2002; Gondal ve ark., 2015). Bununla birlikte, serolojik test metotlarından sadece bir 

tanesini uygulamanın yeterli olmadığı ortaya konulmuştur. Noormohammadi (2007) 

serolojik testlerden elde edilen sonuçlarda oluşan farklılığa, suş ve antijen değişikliğinin 
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sebep olduğunu bildirmiştir. Bu çalışmada, serolojik testlerden elde edilen sonuçlar 

arasındaki uyum önceki çalışmaların sonuçları ile benzerlik göstermektedir.  

Sero-prevalans çalışmalarında genellikle sadece bir serolojik test metodu tercih 

edilmektedir. Sarkar ve ark (2005) M. gallisepticum prevalansının % 58.90 olduğunu 

bildirmiştir. Yine Shoaib ve ark (2019) yapmış oldukları çalışmada, lam aglütinasyon 

testi ile M. gallisepticum sero-prevalansını % 44.90 olarak bildirmişlerdir. Bu 

çalışmada, birden fazla serolojik test metodu kullanılmış ve bu testlerden elde edilen 

pozitif sonuçların, tüm sonuçların % 66 ila 90’ını temsil ettiği tespit edilmiştir. Sadece 

bir serolojik test metodunun uygulanması durumunda, hastalık belirtilerinin görüldüğü 

erken dönemde alınan örneklerde pozitif sonuçların % 20’sinin, belirtilerin devam ettiği 

ileri dönemde % 35’inin tespit edilemeyeceği gözlemlenmiştir.  

Kanatlılardan alınan örneklerde M. gallisepticum tespiti için rPCR testi 

önerilmiştir (Gondal ve ark., 2015). Bu çalışmada, her iki dönemde de en çok pozitif 

sonuç elde edilen test metodunun rPCR olmuştur. rPCR testinde hastalık belirtilerinin 

görüldüğü erken dönemde ϭ değeri 4.84, belirtilerin sürdüğü ileri dönemde ise 6.46 

olarak saptanmıştır. Elde edilen sonuçlara ait CT ortalamasının da ileri dönemde 

yükseldiği tespit edilmiştir. Bu değerler, hastalık belirtilerinin sürdüğü ileri dönemde, 

rPCR testinin daha güvenilir olduğunu ortaya koymaktadır. Hastalığın kronik olması ve 

doku üzerinde mikoplazma miktarının zamanla artması nedeniyle, tespit aralığının 

genişlediği saptanmıştır. M. gallisepticum hücre sayısının, rPCR test sonuçlarına 

etkisinin anlaşılması için bazı çalışmalar yapılmıştır (Çarlı ve ark., 2003; Marois ve 

ark., 2005). Callison ve ark (2006) M. gallisepticum’un tespiti için 25 spesifik DNA 

kopyanın yeterli olduğunu bildirmiştir. 

Yapılan çalışmalarda, rPCR testinin örnek alımından ve muhafaza koşullarından 

etkilendiği raporlanmıştır (Zain ve ark., 1995; Öngör ve ark., 2009). Ball ve ark (2020) 

ise muhafaza sıcaklığının DNA izolasyonunu etkilemediğini bildirmişlerdir. Pozitif 

sonuçların elde edilmesinde, svab örneklerinin doku örneklerinden daha başarılı olduğu 

gösterilmiştir. M. gallisepticum spesifik DNA tespitinde, trakeal svabların en iyi sonucu 

veren örnek tipi olduğu, yapılan çalışmalarla ortaya koyulmuştur (Gondal ve ark., 

2015). Bu çalışmada da, izolasyon performansı en yüksek örnek tipinin trakeal svablar 

olduğu tespit edilmiştir. Koyuncu (2014) canlı hayvanlardan M. gallisepticum 

tespitinde, trakeal svabların diğer svab örneklerinden daha iyi sonuç verdiğini rapor 

etmiştir. Bu çalışmada, canlı hayvanlardan alınan palatine fissure svablarının, pozitif 
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sonuç elde edilmesinde yeterli olmadığı saptanmıştır. Kloakal svablar ile trakeal 

dokunun direkt izolasyonunda benzer sonuçlar elde edilmiştir. Bu nedenle, CRD 

belirtilerinin sürdüğü ileri dönemde, trakeal dokulardan alınan svablardan DNA 

izolasyonu ve akabinde rPCR testi gerçekleştirilmiştir.  

Cookson ve Shivaprasad (1994), M. gallisepticum enfeksiyonlarına ait 

belirtilerin, kanatlı türüne bağlı olarak değiştiğini bildirmişlerdir. Aynı kanatlı türü 

içerisinde dahi belirtilerde farklılıklar olabileceğini ifade etmişlerdir. Leghorn tip 

tavukların, diğer tavuk türlerine nazaran hastalıklara daha dayanıklı olduğu yapılan 

çalışmalarda rapor edilmiştir (Bohren ve ark., 1982). Bu çalışmada, M. gallisepticum 

prevalansının kanatlı türüne göre farklılık arz ettiği tespit edilmiştir. Pozitif sonuç 

oranının en yüksek sülünlerde, sonrasında sırasıyla bıldırcın, tavuk ve hindilerde olduğu 

saptanmıştır. Sülün ve bıldırcınlarda hastalık belirtilerinin daha ağır seyrettiği rapor 

edilmiştir (Bencina ve ark., 2003). Yapılan çalışmalarda, sülünlerin ve tavus kuşlarının 

düşük seviyede patojene maruz kalması durumunda dahi ağır hastalık belirtileri 

gösterdikleri bildirilmiştir (Yoshida ve ark., 2000). Bu çalışmada elde edilen sonuçların, 

literatürde yapılmış olan çalışmalarla uyumlu olduğu ortaya konulmuştur (Bencina ve 

ark., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

51 

5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

M. gallisepticum, kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde ve gıda sektöründe önemli 

kayıplara sebep olan bir mikroorganizmadır (Arda, 2002). Mortalitesinin düşük, 

morbiditesinin yüksek olması, çeşitli tedavi yöntemlerinin geliştirilmesine yol açmıştır. 

Aşılama ve biyogüvenlik önlemleri, olası kayıpların azaltılmasında başvurulan 

yöntemler arasındadır (Junior ve ark., 2017). Tüketim hızında oluşan artış, kanatlı 

hayvan sağlığı konusunun önem kazanmasını sağlamıştır. Hastalığın izlenmesi için 

gerekli program oluşturulduğunda, M. gallisepticum prevalansını düştüğü bildirilmiştir 

(Michiels ve ark., 2016). Bu nedenle, yaygın enfeksiyon oluşmadan tedbir alınması 

amacıyla tarama testleri yapılmaktadır. Tarama çalışmalarında sıklıkla lam aglütinasyon 

ve ELISA testleri kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarda, yeni üretilen antijenler ve 

ileri teknikler dolayısı ile lam aglütinasyon testinin kullanımı yaygınlaşmıştır (Shoaib 

ve ark., 2019). Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, kanatlı hayvan yetiştiriciliğinde 

rutin taramaların birden fazla metotla yapılması gerekliliğini ortaya koymuştur.  

ELISA, lam aglütinasyon ve HI gibi serolojik testlerin hataya açık olduğu ve 

yanlış pozitif sonuç elde edildiği rapor edilmiştir (Kesler ve ark., 2013). Bu nedenle, 

serolojik test sonuçlarının kültürel ya da moleküler izolasyon metotları ile doğrulanması 

önerilmiştir (Dakman ve ark., 2009). Kültürel metotların uzun sürmesi ve saha 

örneklerinden daha kolay M. gallisepticum tespit edilmesi nedeniyle moleküler testlerin 

tercih edilmektedir (Bibank ve ark., 2013; Tomar ve ark., 2017). Ayrıca, antibiyotik 

tedavisinin yaygın olarak kullanılmasından dolayı kültürel metotların yetersiz kaldığı 

bildirilmiştir (Gondal ve ark., 2015). Bu nedenle, çalışmada M. gallisepticum tespiti için 

rPCR testi tercih edilmiştir. 

Elde edilen sonuçlar, rPCR testinin serolojik test sonuçlarının yorumlanmasında 

önemli olduğu göstermiştir. Hastalık belirtilerinin henüz ortaya çıkmadığı dönemde, 

sadece rPCR testinde pozitif sonuç elde edilmesi, enfeksiyonun yeni başladığını 

gösterebilmektedir. Hastalık belirtilerinin devam ettiği ileri dönemde, ELISA ve lam 

aglütinasyon testlerinde pozitif sonuçların artması, erken dönem rPCR pozitif sonuçları 

ile yorumlanabilmiştir. Serolojik testlerde elde edilen pozitif sonuçların daimi olması, 

buna karşın rPCR testinde negatif sonuç elde edilmesi ise hastalığın kronik olduğunu 
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göstermiştir (Kesler ve ark. 2013) Bu nedenle, rPCR testi ile serolojik test metotlarının 

uygulanması, hastalık sürecine dair bilgi edinilmesinde temel oluşturmuştur. 

Yapılan çalışmalarda, M. gallisepticum izolasyonu için çeşitli dokuların ya da 

dokulardan alınan svabların kullanılabileceği belirtilmiştir (Yılmaz ve ark., 2011). Bazı 

çalışmalarda; izolasyon için trakeal svabların (Çarlı ve ark., 2003; Koyuncu, 2014; 

Gondal ve ark., 2015), bazılarında ise trakeal dokunun başarılı olduğu (Cengiz ve ark., 

2011) rapor edilmiştir. Bu çalışmada, trakeal dokulardan sıvı forma eksudat geçişinin 

sınırlı olduğu saptanmıştır. Buna karşın trakeal svablarla direkt eksudat alındığından, 

eksudatın transport solüüsyonunda daha iyi çözündüğü tespit edilmiştir. Bu durumun 

test sonuçlarında kayda değer değişikliklere neden olduğu belirlenmiştir. Bu nedenle, 

moleküler izolasyon çalışmalarında trakeal svab kullanılması önerilmiştir. Bununla 

birlikte, izolasyon için kullanılan svabların, transport solüsyonunda uzun süre muhafaza 

edilmemesi önerilmiştir (Öngör ve ark., 2009). 

Sonuç olarak, sadece bir test metodunun uygulanmasının hastalığın tespitinde 

yeterli olmadığı, tarama çalışmalarında ve prevalansın belirlenmesinde yanlış sonuçlara 

neden olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen sonuçlar serolojik testlerden elde edilen 

sonuçların yorumlanmasında rPCR testinin önemini ortaya koymuştur. rPCR testinin 

gerçekleştirilmesinde ise, trakeal svabların kullanılmasının avantajlı olduğu 

gözlemlenmiştir. 
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EKLER 

EK-1 Mycoplasma gallisepticum’un tespitinde kullanılan iki lam aglütinasyon 

antijenleri 
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EK-2 ELISA test sonucuna ait görsel 
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EK-3 ELISA testi için kullanılan kit materyalleri ve ekipman 
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EK-4 rPCR için kullanılan materyaller 
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EK-5 Lam Aglütinasyon Test Sonucu 
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