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Mycoplasma mycoides subspecies capri ve Acholeplasma
laidlawii'nin Civciv Tracheal Organ Kiiltiiriine Etkisi

Mihriban ULGEN*

Gelis Tarihi: 07.10.1999

Ozet: Bu calismada, Mycoplasma mycoides subspecies capri ve Acholeplasma laidlawiinin civciv tracheal organ
kiiltiiriine etkisi incelendi. Her iki sus tracheal organ kiiltiiriinde siliar aktiviteyi durdurucu etki gosterdi ve sayica
artarak iiredi. Mycoplasma mycoides subspecies capri'nin siliar aktiviteyi durdurma hizinin inokule edilen mikroor-
ganizma sayisina bagl oldugu ortaya kondu.

Anahtar Kelimeler: Mycoplasma mycoides subspecies capri, Acholeplasma laidlawii, tracheal organ kiiltiirii

The effect of Mycoplasma mycoides subspecies capri and Acholeplasma laidlawii on
Tracheal Organ Culture.

Summary: In this study, the effect of Mycoplasma mycoides subspecies capri and Acholeplasma laidlawii were
investigated in chicken tracheal organ culture. The two strains showed cilia - stopping effect and multiply in tracheal
organ culture. It was determined that the rapidity of cilia- stopping effect of Mycoplasma mycoides subspecies capri

was related to the number of organisms inoculated.
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Giris

Mycoplasma mycoides subspecies capri
bilindigi gibi kegilerde yiiksek oranda mortalite
olusturan ve ekonomik &neme sahip Salgin Kegi
Ciger Agnsi (CCPP) hastalifinin etkenidir'~.
Acholeplasma laidlawii ise hemen hemen tiim
hayvanlar ve insanlarin agiz boslugu, solunum ve
genital sistem sekresyonlari, gbz lenf yumrusu,
semen ve serumlarindan izole edilen bir mikroor-
ganizmadir ve patojenitesi konusunda farkli go-
riisler meveuttur’. M. mycoides subsp. capri ve A.
laidlawii'min  dogal ve deneysel sartlardaki
patojenezleri birgok arastirici tarafindan incelen-
mistir’®. Tracheal Organ Kiiltiiri (TOK) de bu
amagcla kullanilan bir in-vitro sistemdir ve hem
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kullanigl hem ekonomik hem de giivenilir olugu
nedeniyle tercih edilmektedir® ">,

Bu calismada, M. mycoides subsp. capri ile
patojenitesi konusunda farkli goriisler bulunan
A.laidlawiimin TOK'iindeki patojenitelerinin in-
celenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Suslar: M. mycoides subsp. capri ve A.
laidlawii suslari Pendik Hayvan Hastaliklari
Merkez Arastirma Enstitiisii'nden saglandi.

Besiyerleri:  Suglarin  CFU  (Colony
Forming Unit)/ml olarak sayilarinin belirlenmesi
icin selektif Mycoplasma sivi ve kati besiyerleri
kullanild:®.
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Organ Kiiltiir Vasati: Asagidaki formiile
gore hazirland1'™,

Minimum Essential Medium .......... ..... (10X) 1 It.
GIUKOZ 1 oo gr.
NaHCO3 {%£5:6) cccvsnivsmenmesimssnans < 30 ml.
Penisillin ..o 200 IU / ml.
FUngizone ... s 0.002 mg / ml.

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

Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi:
Rodwell'"in belirttigi metoda gore 10° ve 10°
CFU/ml. sayida Mycoplasma iceren dilusyonlar
belirlendi. Bu dilusyonlarin hazirlandigi sivi
besiyerlerine talyum asetat katilmadi.

 Tracheal Organ Kiiltiiriiniin Hazirlan-
masi: Bir giinliik SPF civcivler omurilikleri ke-
silerek oOldiiriildiikten sonra trachealar1 aseptik
kosullarda ¢ikarildi ve hemen organ kiiltiir vasati
iceren steril bir petri kutusuna kondu. Burada
pens yardimi ile dig dokulari temizlendi, enjektor
yardimu ile tracheanin iginden organ kiiltiir vasati
gegirilerek iyice yikandi. Daha sonra trachea
bistiiri ile ortalama 0.5-1 mm kalinhiginda halka-
lara ayrildi. Bu halkalar, i¢inde vasat bulunan ste-
ril kiigiik bir siseye aktarildi, ¢alkalayarak ve bir-
kac kez vasat degistirilerek mukus ve hiicre do-
kiintiilerinden arindirtldi. Son olarak igine vasat
eklenerek 37°C'de %5 CO,'li ortamda 24-48 saat
tutuldu. Bu siire sonunda halkalar tekrar yikandu.
Bu sekilde iyice temizlenen  halkalar
mikropleytlere aktarildi ve iizerine organ Kkiiltiir
vasati ilave edildi. Her bir tracheal halkann siliar
aktivitesi mikroskopta 80X biiyiitme ile incelendi
ve %100 siliar hareketlilik goriillen halkalar
inokulasyon yapmak igin secildi'®.

TOK 'ne inokulasyon: Tracheal halkalarin
icinde bulunduklan vasat uzaklastirildi. Suslarin
hem 10° hem de 10° CFU/ml. mikroorganizma i-
ceren dilusyonlarindan 0.1 ml. almarak tracheal
halkalara inokulasyon yapildi. Suslarin herbir
dilusyonu igin 2'ser halka kullanild: ve iki halka-
ya da sadece siv1 besiyeri inokule edilerek negatif

kontrol olarak birakildi. Ayrica herbir sus igin
halka igermeyen sadece organ kiiltiir vasat1 bulu-
nan birer ¢gukura da aym miktarda ekim yapildi.
37°C'de % 5 CO2'li etiivde 1 saat inkiibe edil-
dikten sonra halkalara 0.2 ml. organ kiiltiir vasati
ilave edildi'’.

Siliar Aktivitenin Incelenmesi: Tracheal
halkalar 15 giin siireyle her giin dokukiiltiirii mik-
roskobunda 80X biiyiitme ile incelendi ve halka-
larin siliar aktiviteleri % oran olarak kaydedildi'".

Uremenin Kontrolii: inkubasyonun 5. ve
15. giinlerinde mikropleytin her bir ¢ukurundaki
mikroorganizma sayisi Rodwell™in  belirttigi
metoda gire belirlendi.

Bulgular

Suslarin Siliar Aktivite Uzerine Etkileri:
M. mycoides subsp. caprinin 10° CFU/ml. mik-
roorganizma igeren dilusyonu 9. giinde, 10’
CFU/ml igeren dilusyonu ise 13. giinde siliar
aktiviteyi durdurdu. A. laidlawiinin ise 10°
CFU/ml. mikroorganizma iceren dilusyonu siliar
aktiviteyi 12. giinde durdururken 10° CFU/ml ige-
ren dilusyonu 13. giinde durdurdu . Negatif kont-
rolde ise siliar aktivite deneme sonuna dek siirdii
(Tablo I, Grafik 1). :

Suslarin TOK'nde Uremesi: 4. laidlawii
ve M. mycoides subsp. caprimin her iki
dilusyonunda iireme gozlendi (Tablo I).Sadece

organ kiiltiir vasat: iceren gukurlarda ise iireme
olmada.

Tablo.I: Suslarin TOK'nde Uremeleri ve
Siliostatik Etkileri
inokulum | Deneme Sonundaki | Siliostazis
Sus Miktari Bakteri Sayis Zamani
(CFU/mI) (CFU/mI) (Giin)
M.mycoides 108 108 13
Subsp. capri 108 108 9
A. laidiawi 108 107 13
108 108 12
Negatif Kont. - - 14<
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Siliar Aktivite (%)
3
i

Grafik. 1. Suslann Silia Durdurucu Etkisi
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Tartiyma

M. mycoides subsp. capri ve A
laidlawii'nin patojeniteleri in-vivo ve in- vitro o-
larak birgok kez incelenmistir’ "*'*, Bu amagla
kultamilan bir in-vitro_sistem olan TOK'nde
Mycoplasma tiirlerinin siliar aktiviteyi durdurma-
s1 ve sayica artarak iiremeleri patojenite kriteri
olarak degerlendirilmektedirg‘”. Cherry ve Tay-
lor-Robinson’, Mycoplasma tiirlerinin patoje-
nitelerini civciv tracheal organ kiiltiiriinde ince-
lemisler ve M. mycoides subsp. capri'nin sayica
artarak siliostazis olusturdugunu; 4. laidlawiinin
ise sayica artarak iiredigini ancak siliostazis o-
lusturmadigin1 belirtmiglerdir. Kumar ve ark."'da
M. mycoides subsp. capri ve A. laidlawii' nin
hamster tracheal organ Kkiiltiiriinde iirediklerini ve
M. mycoides subsp. capri'nin siliar aktiviteyi
durdururken A. laidlawii'nin durdurmadigini ra-
por etmislerdir. M. mycoides subsp. capriin
TOK'deki siliostatik etkisinin inokule edilen
bakteri sayisina gore degistigi ortaya konmus-
tur™®. M. mycoides subsp. caprinin 10° CCU
(Color Change Unit) miktar: ile 3.3 giinde % 50
siliostazis olustururken, 10? CCU miktarmmn ayni
etkiyi 7.9 giinde gosterdigi bildirilmistir’. Ayni
sekilde Cherry ve Taylor-Robinson'’da M.
mycoides subsp. caprinin siliostazis etkisinin
TOK'ne inokule edilen bakteri sayisina bagh ol-

dugunu belirtmislerdir. Nitekim M. mycoides
subsp. capri ile in-vivo olarak yapilan deneysel
calismalarda da inkubasyon peryodu ve olusan
hastalik tablosunun inokule edilen bakteri mikta-
rima gore arttifi yada azaldigi ortaya konmusg-
tur®.

Bu ¢alismada ise M. mycoides subsp. capri
10° ve 10° CFU/ml olmak iizere iki farkli kon-
santrasyonda TOK'ne inokule edilmistir. 10°
CFU/ml. bakteri verilen tracheal halkalarda
siliostazis 13. giinde gozlenirken, 10° CFU/ml.
bakteri inokule edilen tracheal halkalarda daha
erken (9. giinde) meydana gelmis ve deneme so-
nunda her iki inokulum miktarinin arttifi goz-
lenmistir (Tablo. I, Grafik. 1). Caligmadaki bu
bulgular, M. mycoides subsp.  caprinin
patojenitesini bir kez daha ortaya koymus ve di-
ger aragtirmalar ile uyumlu bulunmustur.

A. laidlawii'nin patojenitesi konusunda
farkli goriisler mevcuttur. Onceleri genellikle A.
laidlawii saprofit bir etken olarak kabul edilmekte
iken™""; son yillarda yapilan galismalarda A.
laidlawii'nin sifir ve kegilerde mastitis olustur-
dugu ortaya konmus”* ve sigir reprodiiktif sistem
hastaliklarinda patojenik rolii oldugu ileri siiriil-
miistiir’. Ayrica son yillarda, A. laidlawii'nin
TOK'nde incelendigi ¢alismalarda siliostazis o-
lusturdugu ve sayica artarak iiredigi gozlenerek

"patojen" oldugu sonucuna varimistir™'®.



Bu c¢alismada, 4. laidlawii TOK'ne iki
farkli konsantrasyonda (10° ve 10° CFU/ml)
inokule edilmis ve olusturdugu siliostatik etkinin
inokulum miktarina baglh olmadi;t saptanmistir
(Tablo. 1, Grafik.1). Ayrica deneme sonunda et-
kenin sayica artarak tiredigi gozlenmistir (Tablo.
I). Bu bulgulara dayanilarak ve patojenite kriter-
leri dikkate alindiginda 4. laidlawiinin "pato-
jenik" oldugu kanisina varilmistir. Calismamizda
ortaya ¢ikan bu sonug¢ son yllarda yapilan calig-
malar ile uyumlu bulunmustur.
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