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Mycoplasma gallisepticum ile dogal enfekte kinah kekliklerde
(Alectoris chukar) ve Japon bildircinlarinda (Coturnix coturnix
japonica) patomorfolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler
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Ozet: Caligmada, dogal enfekte kinali kekliklerde (5 adet) ve Japon bildircinlarinda (11 adet) Mycoplasma gallisepticum
tarafindan olusturulan mikoplazmozisin patomorfolojik bulgular: ve immiinohistokimyasal olarak da mikroorganizma antijenlerinin
doku yerlesimleri tanimlandi. Her iki hayvan tiiriinde; durgunluk, yem tiiketiminde azalma, zayiflama, serdzden katarala kadar
degisen nazal akint1 ve konjuktivitis dikkati ¢eken klinik bulgulardi. Bu bulgulart takiben hayvanlarin genellikle 3-4 hafta i¢inde
oldiigii belirtildi. Mortalitenin kinali kekliklerde % 43, Japon bildircinlarinda % 37 oldugu bildirildi. Nekropside en ¢ok goze carpan
bulgu; nazal ve paranazal siniislerde, tek ya da ¢ift tarafli, degisen derecelerde siskinlik ve igleri sarimtrak renkte kaze6z eksudat
birikimiydi. Bazi olgularda hava keseleri kalinlasmis ve mat bir goriiniime sahipti. Histopatolojik incelemede; siniisler genellikle
nekrotik doku kalintilari, dokiilmiis epitel hiicreleri, bakteri kiimeleri ve heterofil 16kositlerden olusan kazeifiye eksudat icermekte
idi. Ayrica, sinilislerde miikdz bezlerde hiperplazi, submukozada fokal lenfoid hiicre hiperplazileri ve/veya diffuz mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 goze ¢arpti. Tavuktan elde anti-Mycoplasma gallisepticum poliklonal antikoru kullanilarak yapilan immiinofloresan
incelemede, bakteriyel antijenler nazal ve paranazal siniislerdeki eksudat icerisinde yogun sekilde; daha az olmak iizere de trake,
hava keseleri, akcigerler ve bagirsaklarda saptandi. Calisma sonuglari, Mycoplasma gallisepticum’un izolasyonunun ve
identifikasyonunun gerceklestirilemedigi kosullarda, immiinofloresan yontemin hizli ve giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini
ortaya koymustur.

Anahtar sozciikler: Immiinofloresan, Japon bildircim (Coturnix coturnix japonica), kmah keklik (Alectoris chukar),
Mycoplasma gallisepticum.

Pathomorphological and immunohistochemical examinations in naturally infected partridges
(Alectoris chukar) and Japanese quails (Coturnix coturnix japonica) with Mycoplasma gallisepticum

Summary: The present study describes pathomorphological findings and tissue localisation of bacterial antigens
immunohistochemically in naturally infected partridges (n: 5) and Japanese quails (n: 11) with Mycoplasma gallisepticum. In both
animal species, marked clinical findings were lethargy, decreased food consumption and body condition, conjunctivitis as well as
nasal discharge ranging from serous to catarrhal. Following these findings, death of the animals occurred usually within 3-4 weeks.
The mortality rate was 43% and 37% in partridges and Japanese quails, respectively. At necropsy, nasal and paranasal sinuses were
filled with yellowish caseous exudate uni- or bilaterally at varying degrees. In some cases, air sacs were thickened and opaque in
appearance. In histopathological examination, sinuses were filled with caseous exudate including necrotic tissue debris, clumps of
bacteria, and heterophile leukocytes. Additionally, there was hyperplasia of mucous glands and focal lymphoid cell hyperplasia
and/or diffuse mononuclear cell infiltrations in submucosa of sinuses. In fluorescent antibody examination using polyclonal chicken
anti-Mycoplasma gallisepticum primary antibody, bacterial antigens were found abundantly in the exudate in nasal and paranasal
sinuses and, to a lesser extend, in trachea, air sacs, lungs and intestines. As a result, this study indicated that if Mycoplasma
gallisepticum couldn’t be isolated and identificated, immunofluorescence method could be used quickly and safely.

Key words: Immunofluorescence, japanese quails (Coturnix coturnix japonica) Mycoplasma gallisepticum, partridges
(Alectoris chukar).

yumurta veriminde ve civciv ¢ikma oranlarinda azal-
malara neden olur ve kanathi sektoriinde Onemli
ekonomik kayiplara yol acar (6, 17).

Giris
Mycoplasma gallisepticum (M. gallisepticum) tara-
findan olusturulan mikoplazmozis, tavuklarda kronik

solunum hastaligi, hindilerde ise enfeksiy6z siniizitis ve
keratokonjuktivitis ile karakterize bir hastaliktir (11, 13).
Hastalik 6zellikle biiyiimede gerileme, karkas agirliginda,

Gram negatif, hareketsiz, kapsiilsiiz bir bakteri olan
M. gallisepticum, kanatlilarda hastaliga neden olan
Mpycoplasma ailesi igerisinde en yaygin goriilen tiirlerden
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biridir (6, 13). Bakterinin hiicre duvarmin bulunmamasi
nedeniyle mikroskobik incelemelerde halka, yiizik,
kokoid ve yildiz seklinde degisik goriiniimlere sahiptir
(6, 10, 13).

Mikoplazmozis basta tavuk ve hindiler olmak {izere
siiliin, bildircin, keklik, 6rdek, tavus kusu, giivercin, kaz
ve Amazon papagani gibi farkli birgok kanatl: tiirlerinde
yaygin olarak goriilmektedir (1, 14, 20, 21). Hastalik her
yas grubundaki kanatlilar1 etkilemesine ragmen, 6zellikle
geng hayvanlar hastaliga karsi ¢ok daha duyarhidir (6,
10). Hastaligin olugumunda oral (5), horizontal (4, 7),
vertikal (1, 19), aerosol ve konjuktival yolla (5, 12)
bulagsmanin etkili oldugu bildirilmektedir.

Nekropside, nazal ve paranazal siniisler ile trake,
hava keseleri ve bronslarda kazedz eksudat géze carpar
(8, 10, 16, 18). Siddetli olgularda o6zellikle nazal ve
paranazal siniislerdeki eksudatin gozlere yaptig1 baski tek
ya da ¢ift tarafli korliklere neden olabilir (10).
Makroskobik bulgularla uyumlu olarak mikroskobik
incelemelerde, hemen hemen bir¢cok kanath tiirlinde
lezyonlar oncelikli olarak nazal ve paranazal siniislerde
goriiliir (10, 13). Bu lezyonlar miikz bezlerde hiperplazi
ve submukozada lenfoid hiicre hiperplazileri ve/veya
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar seklindedir (8, 13, 18).
Trakeitis, airsakkulitis, artritis ve ovaritis tanimlanabilen
diger histopatolojik bulgulardir (5, 6, 10).

Sunulan ¢alismada, M. gallisepticum’un neden
oldugu dogal mikoplazmoziste sekillenen bulgular kinali
kekliklerde ve Japon bildircinlarda kapsamli olarak
degerlendirilmis, tanida immiinohistokimyasal yontemlerden
immiinofloresan (IF) yéntemin yeri aragtirilmistir.

Materyal ve Metot

Calismada birinde 120 adet (n: 5, 6-8 haftalik)
kinali keklik, digerinde 110 adet (n: 11, 5-8 haftalik)
Japon bildircint bulunan iki farkli igletmeden temin
edilen toplam 16 adet kanatl incelendi. Bunlardan 7
hayvan (3 kmali keklik, 4 Japon bildircini) 6lii halde
laboratuvara ulastirildi. Enfeksiyon belirtisi gosteren
canli hayvanlar, hayvan sahiplerinin istekleri dogrultu-
sunda ve etik kurallar ¢ercevesinde servikal dislokasyon
yoluyla 6tanazi edildi. Olii olarak getirilen ve Otanazi
edilen hayvanlarin nekropsileri gergeklestirildikten sonra;
alman doku drnekleri bilinen yontemlerle takip edildi ve
S5 pm kalnhginda alinan kesitler Hematoksilen-Eozin
(HE) ile boyandi. Ayrica gerekli goriilen kesitler bakteri
icin Brown-Brenn boyama teknigine gére boyanarak 1sik
mikroskobunda (Olympus BXS51) incelendi (15). Seri
parafin kesitlere, M. gallisepticum antijenlerini ortaya
koymak icin IF yéntem uygulandi.

Isik mikroskobu (Olympus BX51, 10’luk okiiler ve
20’lik objektif) altinda incelenen nazal ve paranazal
sinuslar ile trake, akciger ve hava keseleri ve gozlerde
goriilen lezyonlar; -: Lezyon yok; +: hiicre infiltarasyonu
(hafif  lezyon); ++: bakteri kiimesi ve hiicre
infiltarasyonu, (orta siddette lezyon); +++: miikoz
bezlerde hiperplazi, nekroz, hiicre infiltrasyonu, fokal
lenfoid hiicre hiperplazileri ve bakteri kiimesinin birlikte
goriildiigiic  bulgular ise (siddetli lezyon) seklinde
degerlendirildi ve sonuglar Tablo 1°de belirtildi.

Immunohistokimya (IHK): Doku kesitlerinde (Siniisler,
gbz, akcigerler, hava keseleri, trake, bagirsaklar,
karaciger, dalak, bobrekler, beyin, bezli ve kasli mideler),

Tablo 1. M. gallisepticum ile dogal enfekte kinali kekliklerde ve japon bildircinlarinda histopatolojik ve immunofloresan bulgularin

dagilimi

Table 1. Histopathological and immunofluorescent findings in various tissues of partridges and Japanese quail naturally infected with

M. gallisepticum.

Histopatolojik Bulgular / immunofloresan reaksiyonlar

Sinuslar Hava
Olgu No Nazal Paranazal Kesesi Trake Akcigerler Konjuktiva
2 1 ++/ ++ /A +/+ +/+ +/+ ++/ -
2 2 ++ [ ++ ++/ ++ + /- -/- -/- +/+
% 3 H+ +t + 4+ / -/ + +/+ ++/+
E 4 /A ARy -/- -+ -/- +/+
o 5 +/++ ++ - /- +/- -/ - -+
1 ++ /[ ++ 4+ [+ 4+ /+ +/+ -/- +/-
2 -+ -+ - /- -/- -/+ -/-
3 4/ ++ ++ [ +++ -/- +/- -/- +/++
= 4 HHH/ HHH/ -+ iy +/+ +/+
:'é 5 -+ ++ -/- -/- -/ + +/+
& 6 ++/ ++ o+ +/+ -/- + /- + /-
g 7 [+ +++/ ++ - /- -/- -/- -/-
§ 8 [+ ++ [+ -+ +/+ ++ [+ ++ ++
9 +H+ [+ -+ -/- -/- -/- -/-
10 A+ [+ -+ -/- +/- -/- -/-
11 44/ ++ ++ [+ +/+ -/- -/- +/+
+: zayif ++: orta gsiddetli +++: siddetli
+: slight ++: moderate +++: severe
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M. gallisepticum antijeninin tespiti icin IF yontemden
yararlanildi. Bu testte primer antikor olarak tavuk anti-
M. gallisepticum poliklonal antikoru, sekonder antikor
olarak da tavsan anti-tavuk gamma globulin-fluorescein
isothiocyanate (FITC, Sigma, Rehorot, Israel) konjugati
kullanildi. Test boyunca inkubasyon islemleri nemli
kameralarda takip edildi. Test prosediiriiniin her
asamasinda kesitler fosfat tampon soliisyonunda (PBS;
pH 7,2) 15 dakika siire ile yikandi. Testin ilk asamasinda;
poly-L-lysin (Sigma) kapli lamlarda 5 p kalinligindaki
parafin kesitlerin, ksilolde parafini giderildi ve alkol
serilerinde dehidre edildi. Ikinci asamada; bakteri
antijenleri ile formaldehit arasindaki kopriilerin kirilmasi
amaciyla, dokulara 37 °C’de 10 dakika % 0,1 proteinase-
K uygulandi. Ugiincii asamada; tavuk anti- M.
gallisepticum poliklonal antikoru (1:100 sulandirma)
damlatildi ve 37 °C’de 2 saat inkube edildi. Dordiincii
asamada, tavsan anti-tavuk gamma globulin-FITC
konjugat1 ile 37 °C’de 45 dakika inkube edildi. Son
olarak, dokularin tizerine gliserinli PBS karigim: (1:9, pH
9) damlatildi ve dokular lamelle kapatildi. Kontrol igin
yukarida belirtilen doku kesitlerinde ayni test prosediirii
uyguland: ve primer antikor yerine normal tavuk serumu
uygulandi. Kesitlerin incelenmesi iistten 1gitmali floresan
mikroskop (Olympus U-LH100-3) ile gergeklestirildi.
Pozitif  reaksiyonlarin  derecelendirilmesi  (20’lik
objektifte): -: negatif; +: 1-2 alandaki pozitiftik; ++: 3-5
alandaki pozitiflik; +++: 6 > pozitiflik olarak degerlendirildi
ve Tablo 1°de sunuldu.

Bulgular
Klinik Bulgular: Her iki hayvan tiiriinde, hasta
hayvanlarda genel olarak durgunluk, yem tiiketiminde
azalma, zayiflama, 6ksiiriik ve tiksirik, solunum gii¢liigi,
serdzden katarala kadar degisen tabiatta nazal akint1 ve

konjuktivitis gézlendi. Bu bulgular1 takiben genellikle 3-4
hafta icinde hasta hayvanlarin 6ldagi bildirildi.
Antibiyotik (Tilosin ve oksitetrasiklin) uygulamasini
takiben de Oliimlerin azaldigi kaydedilmistir. Ayrica
alman anamnezde mortalitenin kinali kekliklerde % 43,
Japon bildircinlarinda % 37 oldugu belirlendi.

Nekropsi  Bulgulari: En Dbelirgin makroskobik
bulgular nazal ve paranazal siniislerde, daha az olarak da
hava keseleri ve akcigerlerde goriildii. Siniisler, tek ya da
cift tarafli, degisen derecelerde sarimtrak renkte kazedz
bir eksudat ile genislemisti (Sekil la, b). Bu lezyonlar
genel olarak kinali kekliklerde daha siddetli sekillenmisti
ve gozlerin tamamen kapanmasina yol agmist1 (Sekil 1c).
Hava keseleri 6demli, kalinlasmis ve mat bir goriiniime
sahipti. Kinali kekliklerde bir olguda (olgu no 3) ve
Japon bildircinlarinda da iki olguda (olgu no 1, 8), hava
keseleri kazeoz bir eksudat ile ortiiliiydii ve adezyonlar
bulunmaktaydi. Akcigerler genellikle 6demli ve konjesif
bir goriiniimde, kesit yiiziinden koyu kirmizi renkte
akiskan kivamda sivi sizmaktaydi.

Histopatolojik Bulgular: Her iki hayvan tiirlinde,
olgularin tamaminda iist solunum sisteminde mikroskobik
bulgular dikkati ¢ekerken, bazi olgularda alt solunum
sisteminde de kaydedildi. Nekropside siniislerde not
edilen kazefiye eksudat, dokiilmiis epitel hiicreleri,
bakteri kiimeleri ve heterofil 16kositleri igermekte idi
(Sekil 2a). Sintslerin mukoza epitelleri genellikle
dokiilmiistii, saglam kalan alanlarda epitellerin dizilimi
bozulmus ve bircok epitelin sitoplazmasinda hidropik
dejenerasyona iligkin degigiklikler belirlendi. Miikoz
bezlerdeki hiperplazi olduk¢a belirgindi. Submukozada
bircok alanda fokal lenfoid hiicre hiperplazileri ve/veya
diffuz mononiiklear hiicreler ile heterofil 16kositler goze
carpti (Sekil 2b). Bu sahalarda bazi damar limenlerinde
trombiis olusumlar dikkati ¢ekti. Brown-Brenn boyama

Sekil 1: A. Nazal ve paranazal sinuslarda siskinlik, Kinali Keklik (oklar). B. Nazal ve paranazal sinuslarda siskinlik ve gdzde ser6z
akint1 (oklar), Japon Bildircini. C. Nazal ve paranazal sinus liimenlerinde kaze6z eksudat (oklar), Japon Bildircin.

Figure 1: A. Partridges showing swelling of the nasal and paranasal sinuses (arrows). B.

Japanese quail showing swelling of the nasal and paranasal sinuses and nasal discharge. C. Caseous exudate in nasal and paranasal

sinuses of the Japanese quail (arrows).
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Sekil 2: A. Sinus liimeninde nekrotik doku kalintilar1 (okbaslar1), dokiilmiis epitel hiicreleri ve bakteri kiimelerinden (oklar) olusan

kazeifiye eksudat, Kinali Keklik, HE., Bar: 50 pm. B. Sinus submukozasinda diffuz mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, Japon

Bildireini, HE., Bar: 50 um.
Figure 2: A. Caseous exudate included necrotic remnant, exfoliated cells and clumps of bacteria in the lumen of the nasal sinus in the

partridge. HE., Bar: 50 pm. B. Diffuse mononuclear cells in the submocosa of sinus of the Japanese quail. HE., Bar: 50 um.

Sekil 3: A. Sinus liimeninde kazeifiye eksudat icerisinde M. gallisepticum pozitif immnun reaksiyonlar (oklar), Kinali Keklik, IF
metot, Bar: 20 um. B. Daha yakin biiyiitmede bakterinin oval (ok baslari) ve basil (oklar) formlarini yansitan F pozitif reaksiyonlar.
IF metot, Bar: 20 um.

Figure 3: A. Immunolabeling of M. gallisepticum antigens in caseous exudate in the nasal sinuses. Immunofluorescence method.
Bar: 20 um. B. Oval (arrow heads) and bacil (arrows) forms of M. gallisepticum in immunofluorescent method. Bar: 20 pm.
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teknigine gore yapilan histosimik boyamalarda, siniislerde
tanimlanan eksudat igerisinde ve trombotik damarlarda
yogun Gram negatif bakteri kiimeleri goriildii.

Hava keselerinde 6dem, heterofil 16kositler ve az
sayida makrofaj ve lenfositlerden olusan mononiiklear
hiicre infiltrasyonlar1 bulunmaktaydi. Trakede, submukozada
bazi alanlarda mononiiklear hiicre infiltrasyonlar
goriildi. Akcigerlerde interalveolar kapillarlar hiperemik,
bir¢ok alveol liimeni eozinofilik pembe renkte 6dem
stvisi ile doluydu. Kinali keliklerde iki olguda (olgu no;
1, 3), Japon bildircinlarinda da ii¢ olguda (olgu no; 4, 6, 8)
sekonder bronslar ve parabronslar etrafinda mononiiklear
hiicre infiltrasyonlar1 ile birlikte fokal lenfoid hiicre
hiperplazileri olduk¢a belirgindi.

Gozlerin etkilendigi olgularda, konjuktiva epitelleri
tamamen dokiilmiistii. Saglam kalan epitellerde dejeneratif
ve nekrotik degisiklikler belirgindi. Ayrica, damarlar
oldukga hiperemikti; bazi damar
limenlerinde ise bakteri kiimeleri saptandi. Brown-Brenn
boyamada da bunlarin Gram negatif bakteri kiimesi
oldugu dogruland.

Immiinohistokimyasal Bulgular: M. gallisepticum
antijenleri her iki hayvan tiirlinde en yogun olarak nazal
ve paranazal siniislerdeki eksudat icerisinde (Sekil 3a),
epitel katman yiizeylerinde ve trombotik damarlarda
saptandi. Floresan pozitif reaksiyonlar genellikle basil,
halka, yiiziik, kokoid ve yildiz seklindeki bakteri
morfolojisini yansitmakta ve bazi sahalarda ise graniiler
tarzdaydi (Sekil 3b). Trakede pozitif reaksiyonlar
propriya mukozada makrofajlarda ve epitel katman
yiizeylerinde dikkati ¢ekti. Hava keselerinde pozitif
immiinoreaksiyonlar her iki hayvan tiirlinde az sayidaki
olguda rastlandi. Akcigerlerde pozitif reaksiyonlar
genellikle alveol duvarlarinda ve plorada belirgindi.
Kinal1 kekliklerden ii¢ olgu (olgu no; 2, 3, 5) ile Japon
bildircinlarindan dort olguda (olgu no; 3, 5, 6, 8),
bagirsaklardaki pozitif reaksiyonlar kript epitellerinin
yiizeylerinde ve submukozadaki makrofajlarda lokalize
idi.

genislemis  ve

Calismada, hastalik belirtilerinin ve OJliimlerin
goriilmesini miitakiben antibiyotik uygulamalarinin ya-
pilmasi bakteri izolasyonuna ve identifikasyonuna olanak
tanimamistir.

Tartisma ve Sonuc¢

Calismada her iki hayvan grubunda gézlenen klinik
bulgular diger calismalarda bildirilenlerle benzerlik
gostermistir (7, 8, 18). Ancak, ticari tavuk ve hindilerde
M. gallisepticum 'un olusturdugu enfeksiyonlarda goriilen
artritis ve tenosinovitis (6, 9, 10) ile ilgili herhangi bir
klinik-patolojik bir bulguya rastlanilmamistir. Ayrica,
ender olarak bazi olgularda saptanan ensefalitise iliskin
sinirsel bulgular (1, 9, 23) ¢alisma olgularinda goriilme-
mistir.

Tavuklarda ve kazlarda M. gallisepticum™un neden
oldugu dogal hastalik tablosunda; oviduktta epiteliyal
hiperplazi ve salpingitis (lenfosit ve plazmosit
infiltrasyonu ile karakterize) bildirilmistir (2, 19).
Mikoplazmozisin transovaryal bulagsmasinda 6nemli yer
tutan bu lezyonlara, sunulan c¢alisma olgularinda
rastlanmanugtir.  {F incelemelerde de ovaryum ve
oviduktta M. gallisepticum pozitif reaksiyonlarin
goriilmemesi, incelenen siiriilerde her iki hayvan tiiriinde
transovaryal bulagmanin etkin olmadigi sonucunu
gostermistir. Ancak bu hayvan tiirlerinde buna iligkin
kapsamli deneysel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

M. gallisepticum™un intravendz yolla verildigi
deneysel calismalarda, poliarteritis ve glomerulonefritis
tanimlanmug (23, 24), etkenin damarlardaki lokalizasyonlar
immiinohistokimyasal olarak da teyit edilmistir (24).
Sunulan ¢aligmada ise her iki hayvan tiiriinde IF pozitif
reaksiyonlarla desteklenen damar lezyonlarinin genellikle
nazal siniislerde smirli  kalmast M.
gallisepticum™un kimali kekliklerde ve Japon bildircin-
larinda, st solunum sisteminden, alt solunum sistemine
yayllmasinda daha direngli oldugunu gostermistir.
Nitekim, nazal ve paranazal siniislerde tanimlanan
makroskobik ve mikroskobik lezyonlar, bir¢ok arastirma-
cinin verileri ile uyum saglamus (8, 16, 21) ve bulasmada
nazal yolun etkili oldugu sonucuna vartlmistir.
olmak {izere diger
Mpycoplasma tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin teshi-
sinde; rutin serolojik testlerin yani sira immiinohisto-
kimyasal ve molekiiler biyolojik yontemlerden yararla-
nilmaktadir (1, 3, 18 22). Caligmada, her iki hayvan
tiriinde IF test &zellikle lezyonlu bdlgelerde M.
gallisepticum  antijenlerinin  saptanmasma  olanak
saglamistir. Caligma sonuglari, bakteri izolasyonunun ve
identifikasyonunun  saglanamadigi  kosullarda, IF
yontemin hizli ve giivenilir bir sekilde kullanilabilecegini
ve mikoplazmozise karsi gerekli 6nlemlerin alinmasina
olanak saglayacagini gostermistir.

ve paranazal

M. gallisepticum basta
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