
21 

J Fac Vet Med 
ı 9/ 1-2(2000) 21 -24 

Mycoplasma mycoides subspecies mycoides'in Civciv Tracheal Organ 
Kültürüne Etkisinin incelenmesi 

Mihrihan ÜLGEN* 

Geliş Tarihi: 27.08.1999 

Özet: Bu çalışmada danalardan izole edilen 2 adet Mycoplasma mycoides subspecies mycoides suşunun civciv 
tracheal organ kültürlerine etkileri incelendi. Tracheal organ kültürü bir günlük SPF (specifıc pathogen free) civciv­
lerden hazırlandı. Her iki izolat ve referens suş siliostatik aktivite gösterdi. Referens suş 12., 1 no.lu izolat 15., 2 
no.lu izolat 14. günde siliostazis oluşturdu. Hem saha izolatları hem de referans suş TOK'nde sayıca artarak ürediler, 
sadece organ kültür vasatı içeren ortamda ise üreme gözlenmedi. 

Anahtar Kelimeler: Mycoplasma mycoides subspecies mycoides, tracheal organ kültürü, patojenile 

Investigation of the Effect of Mycoplasma mycoides subspecies 
mycoides in C hicken 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 
(specifıc pathogen free) chicks. The two isolates and reference strain showed siliostatic activity. Reference strain, 
isoiate no. I and isoiate no.2 caused ci liostasis 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 
med i um. 
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Giriş 

Tracheal organ kültürü (TOK) Mycoplas­
ma türlerinin in-vitro patojenite çalışmalarında 

birçok araştırıcı tarafından kullanılmıştır 1 •7 • 
TOK'nin in-v ivo test s istemlerine (deney hayva­
nı, embriyolu y umurta) göre avantajı ; ekonomik 
oluşu, kontrolün kolay olması, infeksiyon prese­
sin in daha kısa zaman alış ı, ortam ın doğal ve 
steril oluşu, sekonder etken invazyonu olas ılığı­

n ın çok az oluşudur8•9 • TOK'nde silialı epitele 
yapışan ve üreyen etken hücre fonksiyonunun 
bozulmasına ve dolay ıs ıyla s iliar aktivitenin 
durmasına (siliostazis) neden o lur1

•
8
• Siliostazis 

oluşumu da etkenin patojenitesini kantitatif ola­
rak belirleme olanağı sağlar 1 •8•10 . 

*Doç. Dr., U.Ü. Vet. Fak. Mikrobiyoloji A.D., Bursa-Türkiye 

Bu çalışmada pneumon ili danalardan izole 
ed ilen o lan 2 M. mycoides subsp. mycoides 
suşunun c ivciv tracheal organ kü ltüründeki etkisi 
ve üremesinin incelenmesi amaçlanmıştı r. 

Materyal ve Metot 

Referens M ycoplasma Suşu : M. 
mycoides subsp. mycoides (VS) suşu Pendik 
Hayvan Hastalıkları Merkez Araştırma Enstitü­
sünden sağlandı. 

Saha suşları : Bulaşıc ı Sığır P leurop­
ne umoni (CBPP)'l i dana lardan izole edilen 2 adet 
M. mycoides subsp. mycoides suşu. 

Besiyerleri: Referens suş ve saha 
izolatların ın C FU (colony forming unit) 1 ml o la-
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rak sayı larını belirlemek amacıyla selektif 
mycoplasma sıvı ve katı besiyerleri kullanıld ı ı ı . 

Organ kültür vasatı: Aşaf.ıdaki formüle 
.. ı ı d ı ı gore ıazır an ı : 

Minimum Essential Medium ( 1 O X) .............. 1 lt. 

Glukoz ... ......................................................... 1 gr. 

NaHC03 (%5.6) ............... .... ........ ...... .. .... ... 30 ml. 

Penisillin ... ..... .... .......... ........ .. ........ ...... . 200 IU/ml 

Fungizone .... ............ ......... .... .... ..... ... 0.002 mg/ml. 

SP F (Specific Patho:~en Free) Yumur­
tala r : Manisa Tavuk Hastaiıkları Araştırma ve 
Aşı Üretim Enstitüsünden sağlandı. 

Bakter i Saydannın Belirlenmesi: Rod­
well ı 3 ' tn belirttiği metoda göre 106 CPU/ml sayı­
da Mycoplasma içeren dilusyanlar belirlendi . Bu 
di lusyan ların hazırlandığı sıvı besiyerlerine tal­
yum asetat katı lmadı. 

Tracheal Organ Kültürünün Hazırlan­
ması: Bir günlük SPF civcivler omuritikleri ke­
silerek öldürüldükten sonra tracheaları aseptik 
koşullarda çıkarıldı ve hemen organ kültür vasatı 

içeren steril bir petri kutusuna kondu. Burada 
pens yardımı ile dış doku ları temizlendi, enjektör 
yardımı ile tracheanın içinden organ kültür vasatı 
geçirilerek iyice yıkandı. Daha sonra trachea 
bistüri ile ortalama 0.5-1 mm kalınlığında halka­
lara ayrıldı. Bu halkalar, içinde vasat bulunan 
steri l küçük bir şişeye aktarıldı, çalkalayarak ve 
birkaç kez vasat değiştirilerek mukus ve hücre 
döküntü lerinden arındırı ld ı. Son olarak içine 
vasat eklenerek 37°C'de % 5 C02'li ortamda 24-
48 saat tutuldu. Bu süre sonunda halkalar tekrar 
yıkandı. Bu şeki lde iyice temizleneo halkalar 
mikropleytlere aktan ld ı ve üzerine organ kültür 
vasatı ilave edildi. Her bir tracheal halkanın siliar 
aktivitesi mikroskopta 80X büyütme ile incelendi 
ve % 100 siliar hareketli lik görülen halkalar 
inakulasyon yapmak i.çin seçildi ı0 . 

TOK'ne İnokulasyon : Tracheal halkala­
rın içinde bulundukları vasat uzaklaştırıld ı. 

Suş ların 106 CFU/ml sayıda Mycoplasma içeren 

di l usyanlardan O. I ml alınarak tracheal halkalara 
inakulasyon yapıldı. Her b ir suş iç in 2'şer halka 
kullanıldı ve iki halkaya da sadece s ıvı besiyeri 
inokule edilerek negatif kontrol olarak bırakıld ı. 
Ayrıca her bir suş için halka içermeyen sadece 
organ kü ltür vasatı bulunan birer çukura da aynı 
miktarda ekim yapıldı. 1 saat 37°C karbondiok­
s itli etüvde inkübe edildi kten sonra halkalara 0.2 
ml. organ kültür vasatı ilave edildi ı 4 . 

Siliar Aktivitenin i n celenmesi: Tracheal 
halkalar 15 gün süreyle her gün doku kü ltürü 
mikroskobunda 80X büyütme ile incelendi ve 
halkaların siliar aktiviteleri % oran olarak kay­
dedi ldiı 4 . 

Üre menin Kontrolü: İnkubasyonun 5. ve 
15. günlerinde mikropleytin her b ir çukurundaki 
mikroorganizma sayı s ı Rodwellı 3' in belirttiği 
metoda göre belirlendi. 

Bulg ula r 

Suşların Siliar Aktivite Üzer ine E tkileri: 
Referens suş 12., 1 no. lu izolat 15. ve 2 no.lu 
izolat 14. günde siliar aktivitey i durdurdu (Tablo­
I ve Grafik. 1) 

Suşların TOK' nde Ü re mesi: Tablo-I ve 
Grafık-2'de de görüldüğü gibi her üç suş 

TOK'nde üredi ve sayıları arttı. Sadece organ 
kültür vasatı içeren çukurlarda ise üreme olmadı. 

T ablo 1: Suşların TOK'nde Üre m eleri ve 
Siliosta tik E tkileri 

inakulum Mikroorganizma Sayıs ı Silioslazis 
Suş Miktar zamanı 

CFU/ml 5.gün 15.gün (gün) 

Referens suş (M. 
mycoides subsp. 106 1Q10 1()8 12 
mycoides V5} 

izolat-1 1Q6 1oıı 1Q1 15 

izolat-2 1Q6 1Q10 1Q1 14 

Negatif Kontrol - - - 15 
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Grafik 1. Suşlann Siliar Aktiviteye Etkileri 
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Grafik 2. Suşlann TOK' da Üreme Eğrisi 
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Tartışma 

Tracheal organ kültürü kanatlı ve memeli 
oriji?li Mycoplasma'ların patojenitelerini değer­
lendırme çalışmalarında birçok araştırıcı tarafın­
dan kullanılmştırı-J ,5 -7 • 15-18 _ TOK'nde Mycop-
Iasmaların patojenitesi değerlendirilirken 2 krite­
re dikkat edilmektedir. Bunlardan birisi Mycop­
lasma suşunun siliostazis oluşturması, diğeri de 
etkenin TOK'nde sayıca arttığının ortaya konul­
masıdır. Moorthy ve Spradbrow7 at orijinli 
Mycoplasma ve Acholeplasmaların civciv 
TOK'deki etkilerini incelemişler ve siliostazis 
o~uşumu ile artan mikroorganizma sayı s ı arasında 
bır korelasyon olduğunu belirtmişlerdir. Jones ve 
ark._3, M. ovipneumoniae ve M. arginini'nin koyun 
k~?ı T?K'nde sırasıyla 4. ve 2. günlerde 
sı lıostazıs oluştururken sayıca da arttığını ortaya 
koymuşlardır. Kumar ve ark. 16 s ığır meme ori­
j inli Mycoplasma ve Achelopiasmaları hamster 
TOK'nde patojen ve nonpatojen olarak sınıflan­
d1rmışlard ır. M. bovis ve M. mycoides var. 
capri'nin 12. günde siliostazis oluşturdukları ve 
deneme sonunda TOK'nden izole edildikleri için 
bunları "patojen" ve A. axanthum ile A. 

ı s 

l~i?lawi~'yi ise tekrar izole etmelerine rağmen 
sılıostazıs oluşturmamaları nedeniyle "nonpato­
jen" olarak deŞerlendirn:ıişlerdir. Buna karşın 
Thomas ve ark. , M. bovıs suşlarının sığır fötal 
TOK'ndeki etkis ini araştırmışlar ve tüm suşların 
sayıca arttığı halde tam bir siliostazis oluşturma­
dığın ı açıklamışlardır. Thomas ve Howard6 

pneumonili danalardan izole ettikleri Myco­
plasma suş larının s ığır fötal TOK'ndeki etkisini 
incelemişler ve suşların deneme sonuna kadar 
üreyerek sayılarının arttığını ve siliostazis oluş­
turduklarını belirtmişlerdir. Kapoor ve ark. 15da 
sığırların reprodüktif sisteminden izole ettikleri 
Mycoplasma ve Acheloplasma türlerini hamster 
TOK'nde incelemişler, M. mycoides subsp. 
mycoides'in s iliar aktiviteyi 8. günde durdurdu­
ğunu bildirmişler, ayrıca bu izolatın TOK'nde 
üred iğini ve deneme sonunda infekte tracbeal 
halkalardan reizolasyon yapıldığını açıklamışlar­
dır. Tavşan fallop tüp organ kültürlerinin kulla­
nıldığı diğer bir çalışmada ise M. mycoides 
su bsp. mycoides 1 O. ~ünde siliostazis oluşturmuş 
ve sayısı 1 06'dan 1 O 7'ye çıkmış, bu bulgulara 
dayanılarak izolat '"patoj enik" olarak değerlendi­
rilmiştir17. Cherry ve Taylor-Robinson1 TOK'nde 
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farklı türdeki hayvanlarda n izole edilmiş Myco­
plasma türlerini incelemiş ler 2 ayrı M.my coides 
subsp. mycoides suşunun hem s iliar aktivitey i 
durdurma hem de TOK'nde üreme özelliklerin in 
birbirine benzemediğini rapor etmişlerdi r. 
Suşlardan biri TOK'nde hem s iliostazis o luşturup 
hem de sayıca artarken di ğeri TOK'nde üremiş 
fakat s iliostazis oluşturmamıştır. 

Bu çalışmada ise pneumonili danalardan i­
zole ed ilen 2 M. mycoides subsp. mycoide s suşu, 

refere ns suş ile karşılaştırmalı olarak civciv 
TOK'nde ince lenmiştir. Hem referens suş, he m de 
saha izolatları s iliar aktivitey i birbirine yakın 
zamanla rda durdurmuş lard ır. (Tablo-I, Grafik-I). 
Suş lar TOK'nde üreme yönünden değerlendirildi­
ğinde ise hepsinin sayılarının arttığı gözlenmiştir 
(Tablo-I, Grafik-2). Çalışmadaki bu bulgular 
diğer literatürler ile paralellik göstermektedir ve 
ayrıca s iliostazis oluşumu ile artan mikrooroa-. o 
nızma sayıs ı arasında bir korelasyon olduğunu 
rapor e den araştırmaları da desteklemektedir. 
Sonuç o larak patojenite kriterleri dikkate alındı­
ğında bu iki saha izolatının "patoj en"o lduğu kanı­
sına varı lmıştır. 
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