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Ger¢cek Zamanh (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Tavuk
Trakealarinda Mycoplasma gallisepticum’un Tespiti ve Sayimsal
Analizi*
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Ozet

Tim dinyada ve tlkemizde tavukculuk endustrisinde ciddi ekonomik kayiplara yol acan ve tavuklarda yaygin olarak
kronik solunum yolu hastaligina (CRD) sebep olan Mycoplasma gallisepticnun tavuk trakelerinde gercek zamanl PZR yéntemi
ile kesin ve hizli tamilari gerceklestirilmistir. Gercek zamanli PZR yontemiyle saf Mycoplasma gallisepticum’ un molektler
diizeyde tespit limiti 10 CFU/mlL'den daha az ve yapay kontamine edilmis 6rneklerde ise tespit limiti 1.0x10°> CFU/mL
olarak belitflenmistir.

Canl tavuklardan alinan 190 (5'i pasajlar halinde) trakeal svab 6rnegi incelenmistir. Mikrobiyolojik yontemlerle 11
(% 5.8) svab 6rneginde Mycoplasma spp. izolasyonu yapildi. Gergek zamanl PZR yontemi ile 43 (%22.6) 6rnekte Mycoplasma
gallisepticurn DNA'st tespit edilmistie. Calismada Mycoplasma gallisepticunr DNA duzeyleti 9.5x10* kopya/mL ile 2 kopya/mL
arasinda degisim gosterdigi saptandt. Mycoplasma gallisepticum genomik DNA kopya sayilart ile bu 6rneklere ait crossing point
degerleri arasinda 6nemli bir iliski oldugu dogrusal regresyon analizi ile test edilmistir (R*> = %95.1, p<0.01). Bu sonuglar
gercek zamanhi PZR yontemiyle Mycoplasma  gallisepticum infekte sirilerin  belirlenmesinde, enfeksiyonun siddetinin
belirlenmesinde ve rutin ¢alismalarda kullanilabilecek hizli (40- 45 dakika) ve glivenilir bir yéntem oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Tavuk, Mycoplasma gallisepticum, Mgc2 geni, Gergek zamanl PZR

Real-time polymerase chain reaction for the qualitative and
guantitative detection of Mycoplasma gallisepticum in chicken trachea

Abstract
All over the world and in Turkey the poultry industry in our country and causing serious economic losses in chickens
as a common chronic respiratory disease (CRD) caused by Mycgplasma gallisepticunt's chicken trachea Real-time PCR method
was accurate by and rapidly diagnosesed. Real-time PCR of Mycoplasma gallisepticum pure molecular level detection limit of 10
CFU / mL less than the detection limit and the samples were artificially contaminated with 1.0x103 CFU / mL respectively.
190 units (5 swabs per sample) tracheal swab samples which received live chickens were analyzed. Microbiological
methods 11(5.8%) swab samples were extracted Mycoplasma spp. Real-time PCR method 43 (22.6%) samples was detected
Mycoplasma gallisepticum DNA.  Mycoplasma gallisepticnns DNA levels in the study 9.5x104 copies/ml and 2 copies/mL was
found to change. Mycgplasma gallisepticum genomic DNA copy numbers of these examples are an important relationship
between crossing point values were tested with linear regression analysis (R2 = 95.1%, p <0.01). These results suggest that
the determination of the real-time PCR of Mycoplasma gallisepticum infected flocks, and routine studies to determine the
severity of infection a rapid (40 to 45 minutes) and that it was concluded that a reliable method.

Key Words: Chicken, Mycoplasma gallisepticum, Mgc2 gene, Real-time PCR

Giris bir patojen olup tavuklarda kronik solunum yolu
Mycoplasma gallisepticum en énemli tiir olup, hastaligma (CRD) sebep olur. Mycoplasma
Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE) listesinde yer gallisepticum enfeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan hastalik

almaktadir (1). Mycoplasma gallisepticum prokaryotik
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tim dinyadaki tavukculuk endustrisinde ciddi etkilere
sahiptir.

Mycoplasma  gallisepticum, gram negatif,
hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiizdiir. Hiicre duvarindan
yoksun olan bu mikroorganizma fakiiltatif anaerobtur
2.

Mikoplazmalarin
mikroorganizmalar olmalar1 ve pasajlarla birlikte
yaklasik 3-4 hafta gibi uzun bir inkibasyon suresine
ihtiyag duymalari, kanatli siiriilerinde gegirilen diger

oldukca zor iireyen

enfeksiyonlara  karst  kullanilan  antibiyotiklerin
mikoplazma etkenlerinin iremesini baskilamasi gibi
olumsuzluklar, teshis konuldugunda siiriiniin sagaltimini
ve etkili ve koruyucu Onlemlerin alinmasim
engellemektedir (6,7)

Son yillarda molekiiler tekniklerin geligsmi bu tiir
potojenlerin  teshisinde  O6nemli  yer tutmustur.
Mycoplasma gallisepticum infeksiyonun teshisi igin gok
sayida konvansiyonel PZR ve gercek zamanli PZR
yontemi kullanilmakta ve calismalarda
mikroorganizmanin teshisi i¢in 16S rRNA genini (8);
yiizey yapisma proteinlerini (pvpA, gapA, mgc2, LP)
(10,11,15,20), kodlayan ¢ok sayida primer giftini
kullanmuslardir. Carli ve Eyigor (4), tarafindan yapilan
calismada tavuk trakeal svablarinda Mycoplasma
gallisepticum infeksiyonunu, mga_0319 lipoprotein
primerlerini ve gercek zamanli PZR yodnteminde
kullanilan sybr green 1 boyasini kullanarak tespit
etmiglerdir. Bu arastirmacilar caligmalarinda PZR'nin
belirleme limitleri saf Mycoplasma gallisepticum
kiiltiirii ve yapay olarak kontamine edilmis 6rnekler i¢in
sirastyla 3 CFU/mL ve 3000 CFU/mL bulduklarin
rapor etmislerdir. Bunun yaninda, Mekkes ve Feberwee
(20) tavuk trakeal svablarinda ger¢ek zamanli PZR
yontemiyle 16S rRNA primerlerini ve sybr green 1
boyasini kullanarak konsantrasyonu bilinen
Mycoplasma gallisepticum DNA’s1 baz alarak, yaptiklari
caligmada, etkenin gercek zamanli PZR ile saptama
limitini 10 CFU/mL oldugunu bununda hem klasik PZR
hemde kiiltiir metodundan daha yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica, Grodio ve ark. (11), Mycoplasma
gallisepticum ile deneysel olarak infekte ettikleri
tavuklardan alinan svab 6rneklerinden gergek zamanh
PZR yontemi ile mgc2 primerleri ve primerlere 6zgi
tagman probu kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada, mgc2
primelerinin saptama limitlerini plazmid standart1 igin
reaksiyon bagina 14 kopyadan az oldugunu Mycoplasma
gallisepticum genomik DNA standart: igin ise reaksiyon
basina 10 kopyadan daha az oldugunu rapor etmislerdir.

Bu calisma ile Adana ve c¢evresindeki broyler
isletmelerindeki tavuklarin trakeal svab Orneklerinden
gercek zamanli PZR yontemi ile Mycoplasma
gallisepticum’un DNA'nin
infeksiyonunun teshisinde gercek zamanli PZR
yonteminin rutin  ¢aligmalarda kullanilabilirliginin

sayimsal analizi,

http://www.adanavet.gov.tr/tr/e-dergi.php

saglanmasi ve elde edilecek verilerle ilerde bu konu ile
ilgili ~ yapilacak  c¢alismalara  katki
amaclanmistir.

saglamay1

Materyal ve Metot

Bu c¢aligmada Adana ve cevresindeki 9 broyler
isletmesindeki tavuklardan toplam 950 trakeal svab
ornegi alinmis ve 6rnekler 5°1i pasajlar haline getirilerek
calismada kullanilmustir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan Mycoplasma
gallisepticum S6 susu Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Mikoplazma Referans Laboratuvarinda temin
edilmistir.

Broyler isletmelerinden almnan trakeal svab
ornekleri soguk zincir ile laboratuara getirilerek
laboratuarda orneklerden 5'li havuzlar yapildi her 5
ornek 1-2 ml fosfat buffer-tuz tamponu (PBS) icerisine
alinarak vortekslendi. Daha sonra svablar tiiplerin
geperlerine iyice emdirildikten sonra atildi. Toplanan
eksudat bir bélumimi bakteri izolasyonu icin hemen
kullanilmistir. Diger boliimii ise DNA izolasyonunda
kullanilana kadar -80°C ‘de saklanmustir.

Trakeal svab  Orneklerinde  Mycoplasma
gallisepticum izolasyonu Diinya Hayvan Saghgi
Orgiitiinde mikoplazma  izolasyon
prosediiriine gore yapildi (1). Etken Izolasyonu igin
Frey’s broth ve Frey’s agar kullanildi (5,17).

Kultir ve Trakeal Svab Orneklerinden DNA
Izolasyonu igin DNA ekstraksiyonu High Pure PCR
template (Roche Katolog no: 11796828001) DNA
ekstraksiyon kiti kullanilarak yapilmustir. izolasyonu
gerceklestirilen DNA’larin  kalitesi ve miktarlar:
spektrofotometre ile (ASP3700) &lcumler yapilarak
belirlenmistir.

Grodio ve ark. (11) yaptiklar1 yontem modifiye
edilerek yapildi. Bu amagla Orneklerin analizi icin
Ger¢ek zamanli PZR analizlerinde LightCycler 2,0
(Roche) cihazi, LightCycler (2.0) Tagman Master kiti
(Roche Katolog n0:04535286001), primerler ve tagman
probu kullanildi. H,O 9 pl, forward primer (10uM) 0.5
pl, rewerse primer (10uM) 0.5 pl FastStart mix 4 pl,
Tagman probe (4uM) 1pl ve kalip DNA’dan 5ul olacak
sekilde PZR karisimi hazirlandi.  Amplifikasyonda
asamas1 i¢in asagida verilen mgc2-F ve mgc2-R
primerleri ve primerlere 6zgii tagman probu kullanildi
(112).

tanimalanan

Forward 5’ggtcctaatccccaacaaagaat-3’

Rewerse 5’cttggttggttcatattaggcatt-3’

Tagman Prob 5’-6 Fam ccacaggctttggtggccca-Tamra 3’


Atilla
Typewritten Text

Atilla
Typewritten Text

Atilla
Typewritten Text
2


Ozmen M. ve ark.

AVKAE Derg. 2013, 3(1),1-6

Nikleik asitlerin inkubasyon dongisiu 95°C 10
dakika ve 45 ddngl 95°C 3 saniye, 60°C’de 30 saniye
ve 72°C 1 saniye olacak sekilde ayarlandi.

Gergek zamanli PZR'min tim asamalarinda
pozitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Mikoplazma Referans laboratuvarindan temin
edilen Mycoplasma gallisepticum S6 susu ve negatif
kontrol olarak distile su kullanildu.

Bulgular
Saf Mycoplasma gallisepticum S6 kuiltirinin Gergek
zamanh PZR Yontemi ile Tespit limitinin
Belirlenmesi

Millitredeki yogunlugu 1.0x 106CFU/mL olarak
belirlenen ana sulandirmadan 100’dan baslayarak 10
katlh seri sulandirmalar gseklinde 10-6’ya kadar
dilusyonlar yapildi. Bu dilusyonlar hazirlanirken 900 pl
PBS igerisine stok kiiltiirden 100 pl eklenerek dilue
edildi. 6 seri olarak hazirlanan ornekler ticari Kit
kullanilarak (Roche: High Pure PCR Template Kit)
DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA'lar
Mycoplasma gallisepticum mgc2 primerleri  ve
primerlere 6zgili tagman probu kullanilarak c¢ogaltildi.
Analiz sonuglarina gore saf Mycoplasma gallisepticum
orneklerinde tespit limiti 10 CFU/mL’den daha az
olarak belirlenmistir.

Yapay Kontamine Mycoplasma gallisepticum S6
Orneklerinden Gercek Zamanh PZR Yontemi ile
Tespit Limitinin Belirlenmesi

Serum pleyt aglutinasyon testi ve kiltlr yontemi
ile Mycoplasma gallisepticum negatif oldugu belirlenen
bir tavuktan trakeal svab 6rnegi alindi. Trakeal svab,
Mycoplasma gallisepticum S6 kiiltiiriiniin 10 kathi
dilusyonlar ile yapay kontamine edilmistir. Kontamine
edilmis svab 1 ml steril PBS iceren eppendorf tup
icerisine alinip, vortekslenerek elde edilen sividan ticari
kit kullanilarak (Roche: High Pure PCR template Kit)
DNA izolasyonu vyapildi. izole edilen DNA'lar
Mycoplasma gallisepticum mgc2 primerleri  ve
primerlere 6zgii tagman probu kullanilarak cogaltildi.
Analiz sonuglarina gore yapay Orneklerde tespit limiti
1.0x103 CFU/mL olarak belirlenmistir.

Standart Egrinin Olusturulmasi ve mgc2 Geninin
Uretkenligi

Mililitredeki konsantrasyonu 1.0x 106 CFU/

mL olan saf Mycoplasma gallisepticum S6
kiltirinden elde edilen genomik DNA'nin 1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000
sulandirimlar1 hazirlanarak PZR’e yapildi. Bunlardan
elde edilen kopya sayilar1 standart egrinin
olusturulmasinda kullanildi.

http://www.adanavet.gov.tr/tr/e-dergi.php
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Crossing point degerleri
=
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log, Mycoplasma gallisepticumCRYmI

Sekil 1. Mycoplasma gallisepticum mgc2 genomik
DNA standart egrisi

Yapilan sulandirim ¢aligmalarinda bakteri
konsantrasyonundaki dogrusallik
gosterdigi ve regresyon degeri R? = 999,43 ve testin
verimliligi E= (10-"*°P%-1)x100 esitliginden E= (10-"
328_1)x100 = %100 olarak hesapland: buda analizin
tekrarlanabilir oldugu ve sensitivetisinin yiiksek
oldugunu gostermektedir (Sekil:1).

Saf Mycoplasma gallisepticum genomik DNA
standart egrisinin ¢aligmalar aras1 iiretkenligi standart

azalmanin

egri dongiisiinlin 3 kez tekrarlanmasi sonucu olusan
crossing point degerlerinin ortalamalar1 alinarak
bulunmusgtur.

Gercek Zamanh PZR ve Kiiltiir Yontemi Sonuclari

Calismada oOrnek alinan 1. igletmede gergek
zamanli PZR yontemiyle (30/15) % 50’sinde
Mycoplasma gallisepticum DNA’s1 tespit edilirken
kaltir yontemi ile (30/6) %20’sinde bakteri izolasyonu
yapildi. 2. isletmede gergek zamanli PZR ybntemiyle
(20/8) % 40’mnda Mycoplasma gallisepticum DNA’s1
tespit edilirken kiltir yontemi ile (20/2) %10’unda
bakteri izolasyonu yapildi. 3. isletmede gergek zamanli
PZR yontemiyle (20/9) % 45’inde Mycoplasma
gallisepticum DNA’s1 tespit edilirken kiiltiir yontemi ile
bakteri izolasyonu yapilamadi. 4. igletmede gerg¢ek
zamanli PZR yontemiyle (20/11) % 55’inde
Mycoplasma gallisepticum DNA’s1 tespit edilirken
kiltar yontemi ile (20/3) %15’inde bakteri izolasyonu
yapildi.  5,6,7,8 ve 9. isletmelerden alman o6rneklerde
hem gercek zamanli PZR yontemi ile hemde kiltir
yontemi ile  Mycoplasma  gallisepticum  tespit
edilememistir.

Calismada sayisal gercek zamanli PZR ile
Mycoplasma gallisepticum DNA’s1 tespit edilen
orneklerin  diizeyleri genomik DNA standartlar
kullanilarak yapildi (Tablo:1)
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Tablo 1. Ger¢ek Zamanli PZR Yontemiyle Tavuk
Trakeal Svablarinda Mycoplasma gallisepticum DNA
Diizeyleri

Mycoplasma log .. Mycoplasma Crossing point
sallisepgicum DNA gallisep ticum Degereri
diizevleri lkop/mlL DNA diizevleri
1. Igletme B
1 27 1x 107 343 28.37
2 1.67x 10° 3.22 28.80
3 154 107 415 2914
4 5.3 10 480 23.9
5 3.01x 10° 445 25.04
5] 102 10F 205 20.92
7 1.0 107 203 33.78
8 814 ‘ID: 292 20,04
9 4.37x 10 .64 24.19
0 478 100 .68 35.26
11 1.22¢ 10% 409 26.89
1z 1.2 107 211 22.57
12 217 107 233 2.
14 4.4 100 264 31.99
15 165 10° 1.21 36.20
2. Igletme
1 283 10 145 36.23
2 4.87x 10 3.69 28.26
3 36 100 250 32.54
4 2.2% 107 1.36 36.63
5 8.81x 107 3.94 27.84
5] 160 107 320 2972
7 5.92¢ 107 177 35.47
8 312107 1.50 35.61
2. Igletme
1 1.06x 10" 1.02 27.62
2 20x 10F 0.z0 29.76
3 9.08x 10¢ 096 37.35
4 6.2 107 020 38.08
5 3.78x 107 0sg .
5] 6.06x 107 07s
7 8.5 10" 093
8 5.3 107 073
9 2.2ax 107 .36
4 idetme
1 9.ox 10° 488
2 5.5 10 3,74
3 6.0x 107 2,80
4 8.0 10F 1,50
5 2610 241
] O.0x 10¢ 0,85
7 1.0x 10F 1,00
] 8.6 10 °
o 1. =106
10 1.2x 107 .
11 2.0x 10 A6

Tartisma ve Sonug

Mycoplasma gallisepticum’un neden oldugu
kanatlilarin Kronik Solunum Sistemi Hastaligi (CRD)
genel olarak solunum sistemi bozukluklari ile seyreder.
Ulkemizde biiyiik kapasiteli isletmelerin ve damizlik
isletmelerinin sayisinin giderek artmasi nedeni ile
isletmelerde ekonomik kayiplar daha da ©nem
kazanmigtir. Hastaliktan 6liimler nadir olmasina ragmen
broylerlerde karkas agirliginda diisme, yumurtacilarda
yumurta verim diigiikliigii ile ekonomik kayiplara neden
olan bir hastaliktir (2,24). Kronik solunum yolu
hastalig1 indikator bir hastaliktir. Tek basima onemli bir
klinik ve patolojik belirti olugturmazken, sters faktorleri,
Newcastle Hastalig1 ve Infeksiy6z Bronsitis viruslariyla
dogal enfeksiyon veya bunlarin canli asilari, E. Coli
kompleks olaylarda klinik belirtilerin ortaya g¢ikisi ve
hastaligin siddeti artmaktadir (24).

Mycoplasma  gallisepticum’u  Uretmek igin
zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiyag duyulmaktadir.
Besiyerleri hazirlanirken genel olarak at veya domuz
serumu, maya ekstrakti, glikoz ve bakteri inhibitdrleri
katilir (1,23). Kimi arastiricilar (12,23) ve OIE (1)
tarafindan PPLO broth ve agar kullanilirken bu
calismada baz1 aragtiricilar (5, 17), tarafindan
Mycoplasma gallisepticum izolasyonu igin uygun
oldugu belirtilen Frey’s broth ve Frey’s agar kullanildi.
Mikoplazma kolonilerinin identifikasyonunda PZR’nin
kullanildig: bildirilmektedir (19). Yapilan bu ¢aligmada

http://www.adanavet.gov.tr/tr/e-dergi.php

tiire 6zgi spesifik primerler kullanilarak gercek zamanl
PZR ile mikoplazma kolonilerinin identifikayonu
yapildi.

Callison ve ark. (3), tavuk trakeal svab
orneklerinde Mycoplasma gallisepticum’u tesbit etmek
icin yaptig1 ¢alismada gergek zamanl PZR yontemiyle
(171/265) % 64.91 “inde pozitif bulurken, kiltir metodu
ile de (53/265) % 24’iinde bakteriyi izole etmislerdir.
Bakteriyoloji ile diisiik pozitivitenin tespit edilmesini
Mycoplasma gallisepticum’un tespit limitinin yiksek
olmasina, yavag iireyen mikroorganizma olmasma ve
diger c¢abuk {ireyen saprofit mikoplazmalara
dayandirmiglardir. Ayrica kanath siiriilerinde gecirilen
diger infeksiyonlara karsi kullamilan antibiyotiklerin
mikoplazma etkenlerinin {iremesini baskilamasi, etken
izolasyonunu engelleyen faktorlerden biridir (7). Kahya
ve ark. (14), 31 seropozitif tavukta yaptiklari ¢aligmada
Mycoplasma gallisepticum’u kulttir yontemi ile % 16.1
(5/31) ve gercek zamanh PZR yontemiyle % 29’unda
(9/31) tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Bu caligmada 6rnek alinan 9 isletmede gergek
zamanli PZR yontemiyle (43/100) % 43 ‘inde
Mycoplasma gallisepticum pozitif bulunurken, kultur
yontemiyle (11/100) % 11’inde Mycoplasma spp. izole
edildi. Kiiltir yontemiyle diisiik pozitivitenin tespit
edilmesini Mycoplasma gallisepticum’un tespit limitinin
yilksek olmasmna veya antibiyotik  kullanilmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar gergek
zamanli PZR yonteminin duyarhiliginin daha yiksek
oldugu gostermektedir.

Grodio ve ark. (11), gercek zamanhh PZR
tekniginin 6zgiinligiinii tagman problarmnin artirdigin
ve mgc2 genine spesifik bir tagman probu kullanilarak
yapilan ¢alismada Mycoplasma gallisepticum’un
tespitinde ve 10 kopyadan daha az hassasiyetle tespit
edildigini ve % 100 spesifite  saglandigim
belirtmiglerdir. Bu ¢alismada da  Mycoplasma
gallisepicum tespitinde mgc2 genine 6zgl tagman probu
kullanilmug literatiirlere benzer sekilde deteksiyon limiti
10 CFU/mL’den daha az diizeyde tespit edilebildigi ve
% 100 spesifite saglandigini goriilmiistiir.

Mikoplazma infeksiyonlariin teshisi amaciyla
gelistirilen niikleik asit problar (22), ve daha spesifik
oldugu diisiiniilen rekombinant DNA problar1 (9) ile
kaltir ve Kklinik o6rneklerden 800 pg Mycoplasma
gallisepticum DNA’s1 (10° hiicre) teshis edebilmektedir.
Bu kadar ¢ok Mycoplasma gallisepticum hiicre sayisi
ancak infeksiyonun akut sathasinda mevcut olmakla
beraber, subklinik seyreden infeksiyonlar gibi etkenin
cok diisiik sayida sagilim gosterdigi durumlarda teshis
yapabilmek neredeyse imkansizdir (13,18). Bu
calismada gelistirilen ger¢ek zamanli PZR teknigi ile
hassasiyet trakeal svab Orneklerinde Mycoplasma
gallisepticum i¢in 2 kopya/mL diizeyde oldugu
bulunmugtur. Bu da patojenin daha erken ddnemde
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teshisi ve buna bagl olarak da daha erken miicadele
yontemlerinin uygulanmasi bakimindan oldukga fazla
6nem icermektedir.

Sonug olarak gercek zamanli PZR teknigi ile
yaptigimiz ¢aligmayla canli tavuklardan alinan trakeal
svab orneklerinden bakteri tanisi hem kisa slrede
hemde duyarli bir sekilde yapilmustir. Mikrobiyolojik
testlerle kiyasla tespit limitinin disikligi, uygulama
kolaylhigi, yiiksek spesifite ve kisa siirede kantitatif
sonu¢ vermesi avantajlart olarak goriilmistir. Bu
arastirmanin ilkemizde bu konudaki ¢aligmalara bilgi
ve deneyim kaynagi olusturacagini umariz.

Tesekkiir
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Bakanligi’na tesekkiir ederim.
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