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CIVCiV TRACHEAL ORGAN KULTURLERINDE
MYCOPLASMA GALLISEPTICUM’UN ETKISI
UZERINE HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

HISTOPATHOLOGICAL INVESTIGATIONS ON EFFECT OF
MYCOPLASMA GALLISEPTICUM IN CHICKEN TRACHEAL
ORGAN CULTURES

Mihriban ULGEN* Aysin SEN* Deniz MISIRLIOGLU**

OZET

Civciv tracheal organ kiiltiirlerinde iki mycoplasma gallisepticum saha
susunun sitopatojeniteleri incelendi. Tracheal organ kiiltiirleri bir giinliikk SPF
civcivlerden hazirlandi. Saha suglarinin siliar aktiviteyi durdurma zamanlari
referens sus ile paralel bulundu. Histopatolojik incelemede silyalarin biiyiik oranda
dokuldiigii, lamina epitelyalisin yassilastigi, epitel hiicrelerin sitoplazmalarinin
vakuollestigi, ¢ekirdeklerinde piknoz olustugu ve bu hiicrelerin yerlerinden
dokiildiigii gozlendi.

SUMMARY

The cytopathogenicity of two Mycoplasma gallisepticum field strains were
investigated in chicken tracheal organ cultures. Tracheal organ cultures were
prepared from one-day old SPF chick. Time of cilia-stopping effect of the strains
were parallel to that of reference strain. In histopatohological investigation,
marked loss of cilia, flattening of lamina epithelialis, vacuolisation, pyknosis and
desquamation of efithelial cells were observed.

GIRIS

Kanatlilarda CRD (Kronik Solunum Yolu Infeksiyonu), 6zellikle diger bakteri
ve viruslarla komplike oldugunda ekonomik kayiplara yol agan 6nemli bir solunum
yolu infeksiyonudur (2) CRD’nin etkeni olan Mycoplasma gallisepticum’un
solunum yollarina etki mekanizmasi tam olarak agik olmamakla birlikte, kabarcik

benzeri bir ug yapi ile mukozaya yapistigi bilinmektedir. Tracheadaki silyali epitele
de bu sekilde tutunan etken, salgiladigi néyrominidaz ile konakgt hiicre fonksiyonun
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bozulmasina sebep olur (12,18,26). Dogal infeksiyonlarda bu hiicre fonksiyonun
bozulmas: baslangigta kendini epitel hiicrelerin hiperplazisi, siliar aktivitenin
azalmasi ve zamanla durmasi seklinde gostermektedir. Daha sonra mukoz
bezlerde genigleme ve silyalarin resim firgasi gibi birbirine yapistigi, yer yer
dokiildagii, infeksiyonun daha ileri sathasinda ise mukozal tabakamn inceldigi,
mukozanin ¢ogu bolgede alttaki kikirdaktan ayrilmis oldugu gozlénmektedir
(14,21,25). Arastiricilar dogal infeksiyonlardaki bu bulgularin, M. gallisepticum
ile infekte edilmis tracheal organ kiiltiirlerindeki bulgular ile benzer oldugunu
ortaya koymuslar (3) ve Mycoplasmalarin patojenitesinin incelenmesinde tra-
cheal organ kiiltiirlerinin, deney hayvani (civciv, hindi palazi) ya da embriyolu
tavuk yumurtasina tercih edilebilecegini ileri siirmiislerdir (6,7,17). Nitekim
Dykstra ve ark.(9), M. gallisepticum’un sitopatolojik etkisini hem civcivlerde
hem de tracheal organ kiiltiirlerinde incelemisler ve her iki sistemde de aym
sitopatolojik degisiklikler gozlediklerini belirtmiglerdir. Abu-Zahr ve Butler (1)
ise, M.gallisepticum ile M.gallinarum’un sitopatojenitelerini tracheal organ
kiiltiirlerinde karsilastirmiglar ve M.gallisepticum ile infekte tracheal halkalarin
silyalarim kaybettiklerini, epitel hiicrelerin sitoplazmalarinda vakuollesmeler,
cekirdekte piknoz olustugunu, epitel hiicrelerin zamanla dokiildiigiinii ve lamina
epitelyalisin yassilastigin bildirmiglerdir. M.gallisepticum ile M. synoviae’nin
patojenitelerinin tracheal organ kiiltiirlerinde incelendigi diger bir ¢alismada ise,
M.gallisepticum’un silyalarda tamamen dokiilmeye ve epitel hiicrelerde
yassilagmaya sebep oldugu gézlenmistir. M.synoviae’nin ise iki farkli susunun
farkli etki olusturdugu ancak bu etkilerin M.gallisepticum’un etkisinden daha
hafif oldugu belirtilmistir (11).

Arastiricilar tracheal organ kiltiirlerini farkli konakgilardan izole edilen
Mycoplasma suglarinin sitopatojenitelerini incelemek amaciyla (23,24) ve
Mycoplasmalarin birbirleriyle ve solunum sistemi viruslariyla etkilesim halinde
olusturduklar1 bozukluklari incelemek amaciyla (13,19,20,25) da yaygin olarak
kullanmiglardir. Bu in-vitro sistemin kontroliniin kolay olmasi, infeksiyon
prosesinin kisa zaman alisi, ortamin dogal ve steril olusu gibi avantajlari oldugu
bildirilmistir (8).

Bu ¢alismada saha izolati olan iki M.gallisepticum susunun tracheal organ
kiiltiirlerinde olusturdugu histopatolojik degisiklikleri referens sus ile karsilagtirarak
incelemek amaglandi.

MATERYAL-METOT

Referens Mycoplasma Susu: Mycoplasma gallisepticum S6 susu Manisa
Tavuk Hastaliklar1 Arastirma ve Asi Uretim. Enstitiisiinden saglandi.
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Saha Suglari: CRD’li tavuklardan izole edilen iki adet Mycoplasma
gallisepticum susu kullanildi. Besiyerleri: Referens sus ve saha suslarinin
CFU(Colony Forming Unit) /ml olarak sayilarini belirlemek amaciyla FM4 sivi
besiyeri (10) ve Mohammed Agar (16) kullanildi.

Organ Kiiltiir Vasati: Lu’nun (15) belirttigi formiile gére hazirland ve tra-
cheal halkalarin canliliklarinin devam ettirilmesi igin kullanildi.

SPF (Spesifik Pathogen Free) Yumurtalar: Bir giinlitk SPF civcivleri elde
etmek amaciyla embriyolu SPF yumurtalar Manisa Tavuk Hastaliklart Aragtirma
ve As1 Uretim Enstitiisii’nden saglandi:

Mikropleyt: Steril, kapakli, diiz tabanli, 96 gézlii mikropleytler (NUNC) tra-
cheal halkalarin konmasi igin kullanildi.

Inverted Mikroskop: Tracheal halkalarin aktivitelerini incelemek amaciyla
kullanuldi.

Suslarn Sayilarimin Belirlenmesi: Rodwell (22)’in belirttigi metoda gére 106
CFU/ml sayida Mycoplasma igeren dilusyonlar belirlendi.

Tracheal Organ Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi: Bir ginlikk SPF civcivler
kullanilarak Cherry(4)’nin belirttigi metoda goére tracheal organ kultiirleri
hazirlandi. Mikropleytin herbir goziine bir halka gelecek sekilde yerlestirildi ve
tizerlerine organ kiiltiir vasati ilave edildi. Halkalarin siliar aktiviteleri mikroskopta
incelendi ve %100 siliar aktivite gosteren halkalar segildi.

Organ Kiiltiirlerine Inokulasyon: Suslarm 106 CFU/ml sayida mikroorganizma
igeren dilusyonlarindan 0.1 ml alinarak tracheal halkalara inokulasyon yapildi.
Her bir sus i¢in 3’er halka kullanildi ve 3 halkaya da sadece siv1 besiyeri inokule
edilerek negatif kontrol olarak birakildi.

Siliar Aktivitenin Incelenmesi: Tracheal halkalar her giin 80x biiyiitme ile
incelendi ve halkalarin siliar aktiviteleri % oran olarak degerlendirildi (4).

Histopatolojik Inceleme: Tracheal halkalar siliar aktivitenin %100 durdugu
giin %10’lik formol solusyonuna alindi ve bilinen rutin yontemle parafin bolklar
hazirlandi. Mikrotomla 5-6 mikron kalinliginda kesitler alinarak, Hematoksilen-
Eosin ile boyandilar ve 151k mikroskobunda degerlendirildiler. Negatif kontrol
olarak: kullanilan tracheal halkalara da ayni zamanlarda aym iglemler uyguland.

BULGULAR

[zolatlarin Siliar Aktivite Uzerine Etkileri: Iki saha susunun siliar aktiviteyi
durdurma zamanlar referens sus ile paralel idi. M.gallisepticum S6 Susu 4.5
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giinde %50, 8 giinde %100 siliostazis olustururken; 2 nolu izolat 4 giinde %50, 9
giinde %100; 5 nolu ozolat 2.7 giinde %50, 9 giinde %100 olarak siliar aktiviteyi
durdurdu (Tablo 1).

Histopatolojik Bulgular: Referens sus ile saha suslarinin tracheal halkalarda
olusturdugu bozukluklar benzer idi. Genel olarak tracheanin lumene uzanan epitel
hiicrelerinin apikal uglarindaki kinosilyumlarimn biiyiik oranda kayba ugradigi,
yalanci ¢ok kath prizmatik epitel yapisindaki lamina epitelyalisin yer yer tek katli
yassi ve yer yer tek katli kiibik epitel halini aldig1 gozlendi. Ayrica epitel
hiicrelerined sitoplazmada vakuollesme ve ¢ekirdekte piknoz gibi degisikliklerin
goriilmesi yanisira epitel hiicrelerinin yerlerinden ayrilarak lumene dokiilditkleri
de gézlendi (Resim 1-2-2). Buna karsin negatif kontrol olarak birakilan tracheal

‘halkalarin yalanci ¢ok katli prizmatik ve kinosilyumlu epitelinde herhangi bir
hasar gézlenmedi (Resim-4).

Tablo-1 Suglarn siliar Aktiviteyi Durdurma zamanlari

Sus %S50 Siliostazis Zamani | %100 Siliostazis Zamani
(giin) (giin)

Referens Sus

(M gallisepticum S6) 4.5 8

Izolat-2 4 9

Izolat-5 2.

TARTISMA - SONUC

Tracheal organ kiiltiirlerinde Mycoplasmalarm incelendigi caligmalarda siliar
aktiviteyi durdurma zamanlar patojenite kriteri olarak degerlendirlimektedir (5).
Civciv tracheal organ kiiltiirlerinde incelenen 58 adet Mycoplasma susundan
siliar hareketi durduran suglarin solunum yolunu etkileyen patojen suslar oldugu,
silia-durudurcu etki (CSE) olusturmayan suglarin ise M. gallinarum gibi apatojen
suglar oldugu belirtilmistir (7). Diger bir ¢alismada ise M.gallisepticum’un 4.8
giinde %50 CSE olusturdugu ortaya konmusutur (6). Hirano ve ark. (11) nin
yaptig1 bir galigmada da M.gallisepticum’un 10. giinde siliar aktiviteyi tamamen
durdurdugu gézlenmisitr. Bizim ¢aligmamizda ise Referens sus 4.5 giinde %30,
8 giinde %100 siliostazis olustururken; 2 ve 5 nolu izolatlar sirasiyla 4. giin ve
2.7 giinde %50, 9 giinde %100 siliostazis olusturmuglardir. Bu sonuglara gére
diger arastiricilarin kriteri baz alinarak saha izolatlarimizin patojen oldugu sonucuna
varimustir.
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Resim 1. Mycoplasma gallisepticum S6 susu ile infekte tracheal ovgan kiiltiirii. Lamina epitelyaliste
yassilagma ve epitel hiicrelerinde belirgin kayip. x320 H.E.

Figure 1. Tracheal organ culture infected with Mycoplasma gallisepticum S6 starin. Picture
showes flattening of lamina epithelialis and marked loss of epithelial cells. x320 H.E.
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Resim 2. [zolat-2 ile infekte tracheal organ kiiltiirii.

Lamina epitelyaliste yassilagma epitel hiicrelerinde kayip. x320 H.E.
Figure 2. Tracheal organ culuter infected withisolate-2.

Flattening of lamina epithelialis and loss of epithelial cells x320 H.E.
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Resim 3. Izolat-5 ile infekte tracheal organ kiiltiirii.

Lamina epitelyaliste yassilagma ve epitel hiicrelerined kayip. x320°H.E.
Figure 3. Tracheal organ culture infected with Isolate-5.

Flattening of lamina epithelialis end loss of epithelial cells x320 H.E.
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Resim 4. Kontrol grubu tracheal organ kiiltiirii.
Normal yapisindaki epitel katman ve kinosilyumlar: x320 H.E.
Figure 4. Tracheal organ culture of control group.
Normal structure of lamina epithelialis and kynociliums are seen. x320 H.E.
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M.gallisepticum’un dogal infeksiyon sonucu tracheada olusturdugu
histopatolojik bozukluklarin tracheal organ kiiltiirlerindeki bozukluklar ile benzer
olmasi nedeniyle, tracheal organ kiiltiirleri ¢esitli arastiricilar tarafindan bu amagla
kullanilmig ve olumlu sounglar alimmustir. Bu ¢aligmalarda tracheal epitel
hiicrelerinde gozlenen etkiler kinosilyumlarin yikimlanmasi ve kaybi, hiicre
sitoplazmalrinda vakuollesmeler, ¢ekirdekte piknoz, epitellerde desquamasyon
ve lamina epitelyalisin yassilasmasi seklinde tanimlanmigtir (1,3,11,17). Bu
calismada ise kinosilyumlarin biiyiik oranda dokiildiigii, malina epitelyalisin yer
yer tek katli yassi ve yer yer tek katl kiibik epitel halini aldig1 gériilmiistiir. Epitel
hiicrelerin sitoplazmalarinda vakuollesme ve ¢ekirdekte piknoz gibi degisiklikler
ile birlikte hiicrelerde dokiilme saptanmigtir. Bu bulgular diger literatiirler ile
uyumlu bulunmustur.
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