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Mycoplasma mycoides subspecies mycoides'in Civciv Tracheal Organ
Kiiltiiriine Etkisinin Incelenmesi

Mihriban ULGEN*

Gelis Tarihi: 27.08.1999

Ozet: Bu galismada danalardan izole edilen 2 adet Mycoplasma mycoides subspecies mycoides susunun civciv
tracheal organ kiiltiirlerine etkileri incelendi. Tracheal organ kiiltiirti bir glinlitk SPF (specific pathogen free) civciv-
lerden hazirlandi. Her iki izolat ve referens sus siliostatik aktivite gésterdi. Referens sus 12., 1 no.lu izolat 15., 2
no.lu izolat 14, giinde siliostazis olusturdu. Hem saha izolatlari hem de referans sus TOK’nde sayica artarak iirediler,
sadece organ kiiltiir vasati i¢eren ortamda ise iireme gézlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Mycoplasma mycoides subspecies mycoides, tracheal organ kiiltiirii, patojenite

Investigation of the Effect of Mycoplasma mycoides subspecies
mycoides in Chicken Tracheal Organ Cultures

Summary: In this study, the effect of two Mycoplasma mycoides subspecies mycoides strains isolated from cows
were investigated in chicken tracheal organ cultures. Tracheal organ cultures were prepared from one- day -old SPF
(specific pathogen free) chicks. The two isolates and reference strain showed siliostatic activity. Reference strain,
isolate no.1 and isolate no.2 caused ciliostasis on 12 days, 15 days and 14 days post-inoculation, respectively. Either
the field isolates or reference strain multiplied in tracheal organ culture but can not multiply in organ culture
medium.
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Bu ¢alismada pneumonili danalardan izole
edilen olan 2 M. mycoides subsp. mycoides
susunun civeiv tracheal organ kiiltiriindeki etkisi
ve iiremesinin incelenmesi amaglanmistir.

Giris

Tracheal organ kiiltiirii (TOK) Mycoplas-
ma ftiirlerinin in-vitro patojenite g¢aligmalarinda
birgok arastirici tarafindan kullamlmist;r”.

TOK'nin in-vivo test sistemlerine (deney hayva- Materyal ve Metot
ni, embriyolu yumurta) gére avantaji; ekonomik
olusu, kontroliin kolay olmasi, infeksiyon prose- Referens  Mycoplasma  Susu: M.

mycoides subsp. mycoides (V5) susu Pendik

sinin daha kisa zaman alisi, ortamin dogal ve _
Hayvan Hastaliklart Merkez Arastirma Enstitii-

steril olusu, sekonder etken invazyonu olasiligi-

nin ¢ok az olusudur®’. TOK'nde siliali epitele
vapisan ve ireyen etken hiicre fonksiyonunun
bozulmasina ve dolayisiyla siliar aktivitenin
durmasma (siliostazis) neden olur'®. Siliostazis
olusumu da etkenin patojenitesini kantitatif ola-
rak belirleme olanagi saglar"*".

* Dog. Dr., U.U. Vet. Fak. Mikrobiyoloji A.D., Bursa—Tiirkiye

siinden saglandi.

Saha suslarn: Bulasict Sigir  Pleurop-
neumoni (CBPP)'li danalardan izole edilen 2 adet
M. mycoides subsp. mycoides susu.

Besiyerleri: Referens sus ve saha
izolatlarinin CFU (colony forming unit) / ml ola-
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rak sayilarmi belirlemek amactyla se]elll(tif
mycoplasma siv1 ve kat1 besiyerleri kullanildr™.

Organ kiiltiir vasati: Asagidaki formiile
gore hazirlandi'*:

Minimum Essential Medium (10 X ) .............. 11t
GIUKOZ s ussssvamsssavsssvisssmirmsenssmassnnsimsstsash 1 gr.
NaHCO3 (05.6) iveusoisismisisimsmivisssassansvesias 30 ml.
Penisillin.c.cciceeeeeeeeinienees ceseeenieeseens 200 IU/ml
PUNZIZONG ..iiipessossumupvserwissrvsumesscsens 0.002 mg/ml.

SPF (Specific Pathogen Free) Yumur-
talar: Manisa Tavuk Hastaiiklar1 Arastirma ve
As1 Uretim Enstitiisiinden saglandt.

Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi: Rod-
well "'in belirttigi metoda gore 10° CFU/ml sayi-
da Mycoplasma igeren dilusyonlar belirlendi. Bu
dilusyonlarin hazirlandigi sivi besiyerlerine tal-
yum asetat katilmadi.

13

Tracheal Organ Kiiltiiriiniin Hazirlan-
masi: Bir giinlik SPF civcivler omurilikleri ke-
silerek oldiiriildiikten sonra trachealar1 aseptik
kosullarda g¢ikarildi ve hemen organ Kkiiltiir vasati
iceren steril bir petri kutusuna kondu. Burada
pens yardimi ile dis dokular1 temizlendi, enjektor
yardimu ile tracheanin i¢inden organ Kkiiltiir vasati
gecirilerek iyice yikandi. Daha sonra trachea
bistiiri ile ortalama 0.5-1 mm kalinhigmnda halka-
lara ayrildi. Bu halkalar, i¢inde vasat bulunan
steril kiigiik bir siseye aktanildi, calkalayarak ve
birkag kez vasat degistirilerek mukus ve hiicre
dokiintiilerinden arindirildi. Son olarak igine
vasat eklenerek 37°C'de % 5 CO;'li ortamda 24-
48 saat tutuldu. Bu siire sonunda halkalar tekrar
yikandi. Bu sekilde iyice temizlenen halkalar
mikropleytlere aktarildi ve iizerine organ kiiltiir
vasati ilave edildi. Her bir tracheal halkanin siliar
aktivitesi mikroskopta 80X biiyiitme ile incelendi
ve %100 siliar hareketlilik goriilen halkalar
inokulasyon yapmak igin segildi'’.

TOK'ne Inokulasyon: Tracheal halkala-
rin iginde bulunduklart vasat uzaklastirildi.
Suslarin 10° CFU/ml sayida Mycoplasma igeren

dilusyonlardan 0.1 ml alinarak tracheal halkalara
inokulasyon yapildi. Her bir sus i¢in 2'ser halka
kullanildi ve iki halkaya da sadece sivi besiyeri
inokule edilerek negatif kontrol olarak birakild:.
Ayrica her bir sus igin halka igermeyen sadece
organ kiiltiir vasati bulunan birer gukura da ayni
miktarda ekim yapildi. 1 saat 37°C karbondiok-
sitli etiivde inkiibe edildikten sonra halkalara 0.2
ml. organ kiiltiir vasati ilave edildi'.

Siliar Aktivitenin Incelenmesi: Tracheal
halkalar 15 giin siireyle her giin doku kiiltirri
mikroskobunda 80X biiyiitme ile incelendi ve
halkalarin siliar aktiviteleri % oran olarak kay-
dedildi'.

Uremenin Kontrolii: inkubasyonun 5. ve
15. giinlerinde mikropleytin her bir gukurundaki
mikroorganizma sayist Rodwell™in  belirttigi
metoda gore belirlendi.

Bulgular

Suslarin Siliar Aktivite Uzerine Etkileri:
Referens sus 12., 1 no.lu izolat 15. ve 2 no.lu
izolat 14. giinde siliar aktiviteyi durdurdu (Tablo-
I ve Grafik. 1)

Suslarin TOK’nde Uremesi: Tablo-1 ve
Grafik-2'de de goriildiigii gibi her ii¢ sus
TOK'nde iiredi ve sayilari artti. Sadece organ
kiiltlir vasati iceren ¢ukurlarda ise iireme olmadi.

Tablo I: Suslarin TOK’nde Uremeleri ve

Siliostatik Etkileri
inokulum | Mikroorganizma Sayisi | Siliostazis
Sus Miktar . . zamani

CFUml | S9in | 15g0n | (gin)
Referens sus (M.
mycoides subsp. 108 1010 108 12
mycoides V5)
[zolat-1 108 108 107 15
Izolat-2 108 101 107 14
Negatif Kontrol - . - 15
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Tartisma

Tracheal organ kiiltiirii kanatli ve memeli
orijinli. Mycoplasma'larin patojenitelerini deger-
lendirme galigmalarinda birgok aragtirici tarafin-
dan  kullamlmstir'>*"">" ° TOK'nde Mycop-
lasmalarin patojenitesi degerlendirilirken 2 krite-
re dikkat edilmektedir. Bunlardan birisi Mycop-
lasma susunun siliostazis olusturmasi, digeri de
etkenin TOK'nde sayica artiginmn ortaya konul-
masidir. Moorthy ve Spradbrow’ at orijinli
Mycoplasma ve Acholeplasmalarin  civciv
TOK’deki etkilerini incelemisler ve siliostazis
olusumu ile artan mikroorganizma sayisi arasinda
bir lforelasyon oldugunu belirtmislerdir. Jones ve
ark.”, M. ovipneumoniae ve M. arginini'nin koyun
ke¢i TOK'nde swasiyla 4. ve 2. giinlerde
siliostazis olustururken sayica da arttigimi ortaya
koymuslardir. Kumar ve ark.'®, sigir meme ori-
jinli Mycoplasma ve Acheloplasmalari hamster
TOK'nde patojen ve nonpatojen olarak siniflan-
dirmislardir. M. bovis ve M. mycoides var.
capri'nin 12. giinde siliostazis olusturduklar1 ve
deneme sonunda TOK'nden izole edildikleri igin
bunlari “patojen” ve A. axanthum ile A.

laidlawii'yi ise tekrar izole etmelerine ragmen
siliostazis olusturmamalari nedeniyle “nonpato-
jen” olarak degerlendinnislerdir. Buna Kkarsin
Thomas ve ark.”, M. bovis suglarinin sigir fotal
TOK'ndeki etkisini arastirmiglar ve tiim suslarin
sayica arttif) halde tam bir siliostazis olusturma-
digin1  agiklamiglardir. Thomas ve Howard®
pneumonili danalardan izole ettikleri Myco-
plasma suglarinin sigir fotal TOK'ndeki etkisini
incelemigler ve suglarin deneme sonuna kadar
tireyerek sayilarinin arttigini ve siliostazis olus-
turduklarin1 belirtmislerdir. Kapoor ve ark."da
sigirlarin reprodiiktif’ sisteminden izole ettikleri
Mycoplasma ve Acheloplasma tiirlerini hamster
TOK'nde incelemigler, M. mycoides subsp.
mycoides'in siliar aktiviteyi 8. giinde durdurdu-
gunu bildirmisler, ayrica bu izolatin TOK'nde
iiredigini ve deneme sonunda infekte tracheal
halkalardan reizolasyon yapildigini agiklamiglar-
dir. Tavsan fallop tiip organ kiiltiirlerinin kulla-
nildign diger bir calismada ise M. mycoides
subsp. mycoides 10. giinde siliostazis olusturmus
ve sayist 10%dan 10'"ye ¢ikmis, bu bulgulara
dayanilarak izolat “’patojenik” olarak degerlendi-
rilmistir'’. Cherry ve Taylor-Robinson' TOK'nde



24

farkli tiirdeki hayvanlardan izole edilmis Myco-
plasma tiirlerini incelemigler 2 ayrt M.my_co_ldes_.
subsp. mycoides susunun hem siliar a!<t1w_tey1
durdurma hem de TOK'nde iireme ozelliklerinin
birbirine  benzemedigini  rapor  etmislerdir.
Suslardan biri TOK'nde hem siliostazis olusturu'p
hem de sayica artarken digeri TOK'nde iiremis
fakat siliostazis olugturmamistir.

Bu galismada ise pneumonili danalardan i-
zole edilen 2 M. mycoides subsp. mycoides susu,
referens sus ile karsilastirmali olarak civciv
TOK'nde incelenmistir. Hem referens sus, hem de
saha izolatlar1 siliar aktiviteyi birbirine yakin
zamanlarda durdurmuslardir. (Tablo-I, Grafik-1).
Suslar TOK'nde iireme yoniinden degerlendirildi-
ginde ise hepsinin sayilarinin arttigi gézlenmistir
(Tablo-1, Grafik-2). Calismadaki bu bulgular
diger literatiirler ile paralellik gostermektedir ve
ayrica siliostazis olusumu ile artan mikroorga-
nizma sayisi arasinda bir korelasyon oldugunu
rapor eden arastirmalari da desteklemektedir.
Sonug olarak patojenite kriterleri dikkate alindi-
ginda bu iki saha izolatiin "patojen”oldugu kani-
sina varilmistir.
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