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INFEKSIYOZ BRONSITIS VIRUSU’NUN TRA-
CHEAL ORGAN KULTURLERINE ETKISI: ISIK
MIKROSKOBIK INCELEME

EFFECT OF INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS ON THE TRA-
CHEAL ORGAN CULTURES: LIGHT MICROSCOPIC EXAMI-
' NATION

Aysin SEN* Mihriban ULGEN*  Deniz MISIRLIOGL U**

OZET

IBV M41 referens susunun infektivite titrasyonu tracheal organ kiiltiirlerinde
yapildi ve M1°de %50 siliostatik doz olarak ifade edildi. IB M41 susunun titresi
Logl0 5,48 CD50/ml idi. Virus-infekte tracheal halkalarin histopatolojik
incelemesinde kinosilyumlarda kayip, epitel katmanda yassilagsma ve epitel
hiicrelerinde yuvarlaklagma, piknoz ve dokiilmeler gozlendi.

Anahtar Kelimeler: IBV, tracheal organ kiiltiirleri, histopatoloji

SUMMARY

Infectivity titration of IBV M41 strain (reference virus) were done in tra-
cheal organ cultures and expressed as the fifty per cent ciliostatic dose (CD50)
per ml. The teter of the IBV M41 strain was log10 5,48 CD50/ml. Histopatho-
logical examination of virus -infected tracheal rings showed loss of kynocilum,
flattening of lamina epithelialis and pyknosis, rounding and desquamation of
epithelial cell.
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GIRis

Kanatl infeksiy6z Bronsitis Virusu (AIBV), tavuklarin 6nemli solunum yolu
patojenlerinden biridir (2,19). Etken solunum sistemi (11,12) yanisira reprodiiktif
sistem (8,9,10), bobrekler (3,11) ve gastrointestinal sisteme (16,18,20) de lokalize

olup infeksiyon olusturmaktadir. Ancak virus en fazla solunum sistemine, ézellikle
tracheaya, affinite gostererek tipik degisiklikler olusturmaktadir (7,13,19). Bu
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nedenle, 6zellikle son yillarda, AIBV izolasyonu amaci ile civeciv veya ebriyo
tracheal organ kiiltiirleri (CTOK veya ETOK) siklikla kullaniimaktadir (6,21).
TOK teknigi ayrica IBV’nun infektif titresinin belirlenmesinde ve virus
notralizasyon testi ile identifikasyonunda da tercih edilmektedir (4,6,17).
TOK’lerinde virus iiremesinin tipik gostergesi siliar aktivitenin durmasidir
(siliostasis). Virus ile infekte tracheal halkalarda siliostasis yanisira, hiicresel
diizeyde birtakim degisiklikler de olusmaktadir (12,21). Darbyshire ve ark.
(21)’nin, 23 ayr1 doku 6rneginin AIBV na duyarliligini inceledikleri ¢alismada,
st solunum sisteminin 6zellikle tracheanin virusa ¢ok duyarli oldugu ve tracheanmn
siliar hiicre katmaninda dokiilmeler ile siiperficial epitilial hiicrelerde progresif
hasarn olustugu rapor edilmistir. Pradhan ve ark. (14) ise saha susu ile (Massa-
chusetts serotipi) infekte ettikleri tracheal halkalarda gézlemledikleri histolojik -
degisiklikleri silialarin kaybolmasi, epitel hiicrelerde yuvarlaklasma, dejenerasyon
ve epitel tabakanin tamamen soyulmas: seklinde bildirmislerdir. AIBV ile infekte
tracheal halkalarda olusan degisiklikler, civciv veya tavuklarin AIBV ile experi-
mental infeksiyonu sonucu olugan degisiklikler ile bityiik benzerlik gostermekte
ve bu nedenle TOK ’lerinin IBV infeksiyonlarinda uygun bir model sistem oldugu
bildirilmektedir (5).

Bu galigma, IBV M41 referens susunun infektif titresinin TIK lerinde
belirlenmesi ve sdzkonusu virus ile infekte edilen CTOK ’lerindeki degisikliklerin
histopatolojik yoldan incelenmesi amaci ile yapilmustir.

MATERYAL METOT

- Virus: IBV M41 referens susunun 6. yumurta pasaji kullanuldi. Virus Manisa
Tavuk Hastaliklar1 Arastirma ve Asi iiretim Enstitiisii’nden saglandi.

Tracheal Organ Kiiltiiri: TOK’leri Cook ve ark. (6) tarafindan bildirilen
yonteme gore, 1 giinlitk SPF civcivlerden hazirlandi. Her civeivden yaklasik 30-
40 adet tracheal halka elde edildi. ON yikama isleminden sonra halkalar 0.1 ml.
Minimal Essential Medium (MEM-Gibco, pH:7.0) igeren steril, diiz tabanli,
kapakli mikropleyt gozlerine aktarildi ve inverted mikroskopta siliar aktivite
yoniinden incelendi. Calismada %100 siliar aktivitenin gézlendigi halkalar kullanilds.
Kaltiirler %5 CO2 igeren etiivde, otomatik zaman ayarli bir shaker iizerinde ve
37°C’de inkiibe edildi.

IBV M41 Referens susun Infektivitesinin élgiilmesi: Referens virusun (M41-
6. yumurta pasaji) MEM ile 10 kath sulandirmalar yapildi. Her sulandirma 3
ayr tracheal halkaya inokule edildi. Inokulasyon igin, halkalarin bulundugu
pleytlerdeki MEM mikropipet yardimu ile gekildi ve halkalarin {izerine virus
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sulandirmalarindan 0. 1ml konuldu. 37°C’de, 1 saat inkiibasyon siiresi sonunda
viruslu materyal atild1 ve hergéze tekrar 0.1 ml. MEM ilave edildi. Kiiltiirler
37°C’de, %5 CO2’li etitvde ve her iki saatte bir 15 dakika galkalama yapan,
otomatik zaman ayarli bir shaker {izerinde inkiibe edildi Kiiltiirler 5 giin siire ile
hergiin siliar aktivite yoniinden inverted mikroskop ile incelendi (6). Sonuglar
Reed and Muench Yoéntemi ile hesaplanarak ml’de %50 siliostatik doz (CD50)
olarak ifade edildi (1). 5 adet tracheal halka higbir islem uygulanmazsizin negatif
kontrol olarak birakild.

Histopatolojik inceleme, IBV M41 referens sus ile infekte edilen halkalarda
%100 siliostasis olustuktan sonra, bu halkalar %10’luk formol solusyonunda
tespit edildi. Bilinen rutin yontemlerle parafin bloklar hazirlanarak mikrotom ile
5-6 um kalinlignida kesitler alindi. Hazirlanan preparatlar Hematoksilen - Eosin
ile boyand: ve 151k mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol olarak birakilan
tracheal halkalara da ayni islemler uygulanarak histopatolojik inceleme yapildi.

BULGULAR

IBV M41 referens susunun 10 katli sulandirmalar ile infekte edilen tra-
cheal halkalarda, ilk 48 saat iginde %100 siliostasis olusmadi. 72 saatlik inkubasyon
peryodu sonunda virusun 10-1 ile 10-3 arasindaki sulandirmalarmin inokule edildigi
tiim halkalarda %100 siliostosis gézlendi. 10-4 sulandirmada 3 halkada siliostosis

SiliOStﬂtik Etkl log!®
BVM41 &
10| 102 102] 10| 10| 10| 107| 10| 10°| 10-10|CDy/ml
Ino’lu | + | +| + + = - - s s -
halka
2no’lu | + + + - -+ L - - - -
halka
3 no’lu + + + + + - = - = &
halka
4no’lu | + + + + - - - - - -
halka
5no’lu | + + + - - - - - - -
halka
Oran 5/I5 (5/55/51 35| 2519 %5 /5 /5 %5 548

Tablo 1: IBV M41 referens susunun farkli sulandirmalarindaki siliostatik etkisi.

23



Mikroskobik inceleme-Sen-Ulgen-Misirlioglu

olusurken, 2 halkada siliar aktivitenin devam ettigi belirlendi. 10-5 sulandirmanin
inokule edildigi halkalarin 2’sinde siliostosis olustu. 3 halkada ise silio-aktivite
gobzlendi. Virusun daha yiiksek sulandirmalarinda (10-6 ile 10-10 arasindaki
sulandirmalar) siliar aktivitenin etkilenmeyerek devam ettigi saptand: (Tablo 1).
Referens virusun siliostasis olugturan %50 titresi (log10 CD50/ml) 5.48 olarak
belirlendi. Virus inokule edilmeksizin kontorl olarak birakilan halkalarda siliar
aktivitenin 5 giin boyunca devam ettigi gozlendi.

IBV’nun %100 siliostasis olusturdugu tracheal halkalarin histopatolojik
incelemesinde, kinosilyumlarda kayip, lamina epitelialis’in tek katli yassi ve tek
katl: kiibik epitel halini almasi ile epitel hiicrelerinde yer yer yuvarlaklasma,
¢ekirdeklerinde piknoz ve yaygin bir desquamation gézlendi (Resim 1). Virus -
inokule edilmeyen kontrol grubundaki trachealarin yalanci ¢ok kath prizmatik ve
kinosilyumlu epitelinde herhangi bir hasar gozlenmedi (Resim 2).

TARTISMA

Tavuklarin 6nemli solunum sistemi patojenlerinden biri olan Infeksiy6z
bronsitis virusu (IBV)’nun izolasyonunda ve virus ile ilgili diger ¢alismalarda
tracheal organ kiiltiirleri siklikla kullanilmaktadir (6,21). Anabilim Dali’mizda
daha 6nce yiiriitiilen bir doktora ¢aligmasi (22) ile bir arastirma projesinde de
(23) IBV’nun izolasyonu ve virus notralizasyon testi ile identifikasyonu igin
TOK ’leri kullanilmig ve tracheal kiiltiirlerinin amaca uygun- oldugu sonucuna
varilmigtir. IBV’nun infektif titresinin belirlenmesinde de TOK’lerinin
kullanilabilecegi ve bu ortamdaki virus titresinin embriyolu yumurtalarda saptanan
IBYV titresi ile paralel oldugu bildirilmektedir (4,6). Bu ¢alismada da IBV M41
referens susunun infektivitesini belirlemek amaeci ile TOK’leri kullanilmig ve
virusun titresi saptanmugtir. Inkiibasyonun ilk 48 saatlik peryodu boyunca virusun
tiim sulandirmalarinin inokule edildigi halkalarda tipik bir degisiklik g6zlenmemistir.
Inkiibasyonun 72. saatinde ise: ilk ii¢ sulandirmada virus %100 siliostasis
olustururken, 10-4 sulandirmada 3/5 ve 10-5 sulandirmada 2/5 sulandirmada 2/
5 oraninda siliostasis gozlenmistir. 10-6 ve daha yiiksek sulandirmalarda virus
tracheal halkalardaki siliar aktiviteyi etkilememistir. Bu sonuglar 15181 altinda
IBV M41 referens susunun siliostasis olusturan %30 infektiftitresi (log10 CD50/
ml) 5.48 olarak saptanmitir. Aym amagla yapilan benzer galismalarda, IBV nun
infektif titresinin virusun serotipine ve tracheal halkalarin hazirlandigi SPF embriyo
veya civcivlerin yasina bagli olarak degisklik gosterdigi ve titrenin (logl0 CD50/
ml) 4.2 ile 6.6 arasinda oldugu bildirilmektedir.

IBV ile infekte edilen tracheal halkalarda gozlenen tipik degisiklik siliar
aktivitenin durmasidir (6). Siliostasis inverted mikroskop ile yapilan incelemelerde
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Resim 1. Deney grubu tracheal organ kiiltiirii. Lamina epithelialiste yassilagma, epitel hiicrelerinde
belirgin kayip. x160 H.E.
Fig.1 TRacheal organ cultire of IB group. Flattening of lamina epithelialis and marked loss of
epithelial cells. x160 H.E.
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Resim 2.Kontrol grubu tracheal organ kiiltiiril. alana ¢ok katl prizmatik epitel v
kinosilyumlar gizleniyor. x320 H.E.

Fig.2 Tracheal organ cultire of control group. Pseudostratified prisma epithelium and kynociliums
are seen. x320 H.E.
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saptanmaktadir. Tracheal halkalarda siliostasis yanisira siliar epitel hiicrelerde
dékiilmeler ve hiicre dokiintiilerinin olusturdugu birikimler de inverted mikroskobik
inceleme ile ortaya konmaktadir (5). IBV ile infekte tracheal halkalrda yapilan
histopatolojik incelemelerde hiicresel diizeyde degisiklikler gézlenmektedir. Bu
degisiklikler baslica; trachea mukozasini 6rten epitelde kinosilyum kaybi, epitel
hiicrelerinde yuvarlaklagsma, yer yer piknoz ve desquamation ile lamina
epitelialis’in tamamen dokiiliip ortadan kalkmasi olarak bildirilmektedir (5,12,21).
Bu c¢alismada IBV ile infekte edilen ve % 100 siliostasis gozlenen tracheal
halkalar histopatolojik olarak incelenmistir. 5.48 log10 CD50/ml infektif titreye
sahip IBV ile infekte edilen trachealarin lamina epitelialisinin tek katli yassi ve
tek katli kiibik epitel halini almasi, epitel hiicrelerde yer yer yuvarlaklagma,
¢ekirdeklerinde piknoz ve yaygin desquamasyon ile kinosilyumlarda kayip
gb6zlenmistir. Bu bngular benzer galigmalardaki sonuclar ile benzerlik
gostermektedir. Nefatif kontrol grubundaki tracheanin yalanci ¢ok katli prizmatik
ve kinosilyumulu epitelinde herhangi bir hasar saptanmamugtir. Son yillarda IBV
ile infekte tracheal halkalarda elektron mikroskobik incelemeler yapilarak daha
ayrintili sonuglar elde edilmektedir (14,15,24).

KAYNAKLAR

1- ARDA,M.: Hastalik etkenlerinin titrasyon ve nétralizasyon testlerinde
uygulanan laboratuvar metodlar, Ankara Univ.Vet.Fak Yayinlari, 273, 1971,
Ankara.

2- ARDA,M., MINBAY,A., AKAY,0., 0ZGUR,M.: Kanatl Hayvan
Hastaliklari, Medisan Yaymevi, Ankara, 1994.

3- BROWN, T.P., GLISSON,J.R., ROSALES,G., VILLEGAS,P.,
DAVIS,R.B.: Studies of avian urolithiasis associated with an infectious
bronhchitis virus, Avian Dis., 31, 629-636, 1987.

4- CHERREY,J.D., TAYLOR-ROBINSON,D.: Large- quantity pro-
duction of chicken embryo tracheal organ cultures and use in virus and myco-
plasma studies. Appl. Microbiol., 19, 658-662, 1970.

5- COLWELL,W.M., LUKERT, P.D.: Effects of avian infectious bron-
chitis virus (IBV) on traheal organ cultures, Avian Dis, 13, 888-894, 1969.

6- COOK, J.K.A., DORBYSHIRE,J.H.., PETERS,R.W.: The use of
chicken tracheal organ cultures for isolation and assay of avian infectious virus.
Arch. Virol., 50, 109-118, 1976.

7- COOK,J.K.A., HUGGINS,M.B., BUMSTEAD,N.: Pathogenesis
for respiratory tract of IBV alone or with invasive E.coli (Proceedings of), 1.

26



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1996.8.(4)

INt. Sym. Infectious Bronchitis, Rouischolzhausen, 108-112, 1988.

8- CRINION, R.A.P.: Egg quality and production following infektious
bronchitis virus exposure at one day old. Poult Sci., 51, 582-585, 1972.

9- CRINION,R.A.P,, BALL, R.A., HOFSTAD,M.S.: Pathogenesis of
oviduct lesions in immature chickens following exposure to infectious bronchitis
virus at one day old., Aviandis., 15, 32-41, 1971. . A

10- CRINION,R.A.P., BALL,R.A., HOFSTAD,M.S.: Abnormalities
in laying chickens following exposure to infectious bronchitis virus at one day
old., Avian Dis., 15, 42-48, 1971.

11- CUMMING,R.B.: Infectious avian nephrosis (ureamia) in Australia
Australian Vet.J ., 39, 145-147, 1963.

12- DARBSHIRE,J.H., COOK,J.K.A., PETERS,R.W.: Organ cul-
ture studies on the efficiency of infection of chicken tissues with avian infec-
tious bronchitis virus. Br. J. exp.Path., 57, 443-454, 1976.

13- DUCATELLE,R.,, MEULEMANS,G., COUSSEMENT,W.,
HOORENS,J.: Aetiopathology of the fowl trachea early after inoculation with
H52 Infectious bronchitis virus. ZBL. Vet. Med. B, 31, 151-160, 1984.

14- DUTTA,S.K.: Morphological changes of chicken tracheas and tra-
cheal organ cultures infected with avian infectious bronchitis virus studied in
scanning electron microscope. Avian Dis., 19, 429-438, 1975.

15-DUTTA,S.K., JIHNSON,R.B.: Scanning electron microscopy of tra-
chea infected in vitro in organ culture and in vivo with avian infestious bronchi-
tis virus. Proceedings of the 32 nd Annual EMSA meeting, Missouri, 24-25,

1974, , '

16- EL-HOUADFIi,MD., JONES,R.C., COOK, J.K.A.,
AMBALIA.G.: The isolation and characterisation of six avian infectious bron-
chitis viruses isolated in Morocco, Avian Pathol., 15, 93-105, 1986.

17- JOHNSON,R.B., MARQIARDT,W.W.: The neutralizing charac-
teristics of strains of infetious bronchitis virus as measured by the constant-
virus variable-serum method in chicken tracheal organ cultures. Avian Dis., 19,
82-90, 1995.

18- JONES,R.C., AMBOLI,A.G.: Rexexcretion of an enterotropic in-
fectious bronchitis virus by hens at point of lay after experimental infection at
day old. Vet.Rec., 120, 617-620, 1987.

19- KING,D.J., and CAVANAGH,D.: Infectious bronchitis in “Disease
of Poultry” ed. B.W. Calnek, H.J.Barnes, C.W.Beard, W.M. Reid and

27



Mikroskobik Inceleme-Sen-Ulgen-Misirlioglu

H.W.Yoder Jr., 9th-ed., 471-484, Wolfe Publishing Litd., London, 1991.

20- MARTI,N.K., SHARMA, S.N., SAMBYAL, D.S: Isolation of in-
fectious bronchitis virus from intestine and reprodictive organs of laying hens
with dropped egg production, Avian Dis., 29, 509-513, 1984. .

21- PRADHAN,H.K., MOHANTY,G.C., RAJYA,B.S.: Comparative
sensitivities of oviduct and tracheal organ cultures and chicken embriyo kidney
cell cultures to infectious bronchitis virus. Avian Dis., 27, 594-601, 1983.

22- PEN,A.: Yumurta tavugu, broyler ve damizlik isletmelerinde infeksiyoz
bronsitis teshisi ve hastaligin prevalansi, U.U.Saglik Bil.Ens., Doktora Tezi, 1991.

23- PEN,A., CARLLK.T., CETIN,C., MINBAY,A.: Bursa bolgesi
yumurta tavugu, broyler ve damizlik isletmelerinde infeksiyéz bronsitis virusunun
izolasyonu ve identifikasyonu, U.U.Arastirma Fonu, Proje No: 93/16, 1996.

24- XINGING,W., X1, L.: Studies on the pathomorphology and
pathogenesis of avian IB. Acta Vet. Zootech. Sinica, 24, 554-559, 1993

28



