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INFEKSİYÖZ BRONŞİTİS VİRUSU'NUN TRA­
CHEAL ORGAN KÜLTÜRLERiNE ETKİSİ: IŞIK 

MiKROSKOBiK İNCELEME 

EFFECT OF INFECTIOUS BRONCIDTIS VIRUS ON THE TRA­
CHEAL ORGAN CULTURES: LIG HT MICROSCOPIC EXAMI-, .. 

NATION 

Ayşin ŞEN* Mihriban ÜLGEN* Deniz MJSIRLIOGL U** 

ÖZET 

IBV M41 referens suşunun infekti vi te titrasyonu tracheal organ kültürlerinde 
yapıldı ve Ml ~de %50 siliostatik doz olarak ifade edildi. lB M41 suşunun titresi 
LoglO 5,48 CD50/ml idi . Virus-infekte tracheal halkaların histopatolojik 
incelemesinde kinosilyumlarda kayıp, epitel katmanda yassılaşma ve epitel 
hücrelerinde yuvarlaklaşma, piknoz _ye dökülmeler gözlendi . 

Anahtar Kelimeler: IBV, tracheal organ kültürleri, histopatoloji 

SUMMARY 

Infectivity titration of IBV M4 1 strain (reference virus) were done in tra­
cheal organ cultures and expressed as the fıfty per cent ciliostatic dose (CD50) 
per ml. The teter of the IBV M41 strain was log ı O 5,48 CD50/ml. Histopatho­
logical examination of virus -infected tracheal ring s sh o wed los s of kynoCil um, 
fiattening of lamina epithelialis and pyknosis, raunding and desquamatioıı of 
epithelial eel!. 
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GİRİŞ 

Kanatlı infeksiyöz Bronsitis Virusu (AIBV), tavukların önemli solunum yolu 
patojenlerinden biridir (2, 19). Etken solunum sistemi (ı ı, ı ı) yanısıra reprodüktif 
sistem (8,9, 1 0), böbrekler (3, ı ı) ve gastrointestinal sisteme ( 16, ı 8,20) de lokalize 
olup infeksiyon oluşturmaktadır. Ancak virus en fazla solunum sistemine, özellikle 
tracheaya, affınite göstererek tipik değişiklikler oluşturmaktadır (7, 13, 19). Bu 
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nedenle, özellikle son yıllarda, AIBV İzolasyonu amacı ile civciv veya ebriyo 
tracheal organ kültürleri (CTOK veya ETOK) sıklıklakullanılmaktadır (6,21). 
TOK tekniği ayrıca IBV'nun infektif titresinin belirlenmesinde ve virus 
nötralizasyon testi ile identifıkasyonunda da tercih edilmektedir ( 4,6, 1 7). 
TOK' lerinde virus üremesinin tipik göstergesi siliar aktivitenin durmasıdır 
(siliostasis) . Virus ile infekte tracheal halkalarda siliostasis yanısıra, hücresel 
düzeyde birtakım değişiklikler de oluşmaktadır (12,21). Darbyshire ve ark. 
(2l)'nın, 23 ayrı doku örneğinin AIBV'na duyarlılığıru inceledikleri çalışmada, 
üst solunum sisteminin özellikle trachearun virusa çok duyarlı olduğu ve tracheanın 
siliar hücre katmanında dökülmeler ile süperficial epitilial hücrelerde progresif 
hasarın oluştuğu rapor edilmiştir. Pradhan ve ark. ( 14) ise saha suşu ile (Massa­
chusetts serotipi) infekte ettikleri tracheal halkalarda gözlemledikleri histolojik . 
değişiklikleri siliaların kaybolması, epitel hücrelerde yuvarlaklaşma, dejenerasyon 
ve epitel tabakanın tamamen soyulması şeklinde bildirmişlerdir. AIBV ile infekte 
tracheal halkalarda oluşan değişiklikler, civciv veya tavukların AIBV ile experi­
mental infeksiyon u sonucu oluşan değişiklikler ile büyük benzerlik göstennekte 
ve bu nedenle TOK'lerinin IBV infeksiyanlarında uygun bir model sistem olduğu 
bildirilmektedir (5). 

Bu çalışma, IBV M41 referens suşunun infektif titresinin TlK ' Ierinde 
.belirlenmesi ve sözkonusu virus ile infekte edilen CTOK'lerindeki değişikliklerin 
histopatolojik yoldan incelenmesi amacı ile yapılmıştır. 

MATERYAL METOT 

Virus: IBV M41 referens suşunun 6. yumurta pasaj ı kullanıldı. Virus Manisa 
Tavuk Hastaiıkları Araştınna ve Aşı üretim Enstitüsü'nden sağlandı. 

Tracheal Organ Kültürü : TOK' leri Cook ve ark. (6) tarafından bildirilen 
yönteme göre, 1 günlük SPF civcivlerden hazırlandı. Her civcivden yaklaşık 30-
40 adet tracheal halka elde edildi. ÖN yıkama işleminden sonra halkalar 0.1 ml. 
Minimal Essential Medium (MEM-Gibco, pH:7 .0) içeren steril , düz tabanlı , 

kapaklı mikropleyt gözlerine aktanldı ve inverted ınikroskopta siliar aktivite 
yönünden incelendi. Çalışmada %100 siliar aktivitenin gözlendiği halkalar kullaruldı. 
Kültürler %5 C02 içeren etüvde, otomatik zaman ayarlı bir shaker üzerinde ve 
37°C'de inkübe edildi . 

IBV M41 Referens suşun Infekti vitesinin ölçülmesi : Referens virusun (M41-
6. yumurta pasaj ı) MEM ile 1 O katlı sulandırmaları yapıldı. Her sulandırma 5 
ayrı tracheal halkaya inakule edildi. inakulasyon için, halkaların bulunduğu 
pleytlerdeki MEM ınikropipet yardımı ile çekildi ve halkaların üzerine vinıs 
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sulandırmalarından O. lml konuldu . 37°C'de, 1 saat inkübasyon süresi sonunda 
viruslu materyal atıldı ve hergöze tekrar O. 1 ml. MEM ilave edildi . Kültürler 
37°C'de, %5 C02 ' li etüvde ve her iki saatte bir 15 dakika çalkalama yapan, 
otomatik zaman ayarlı bir shaker üzerinde inkübe edildi Kültürler 5 gün süre ile 
hergün siliar aktivite yönünden inverted mikroskop ile incelendi (6). Sonuçlar 
Reed and Muench Yöntemi ile hesaplanarak ıni ' de %50 siliostatik doz (CD50) 
olarak ifade edildi (1). 5 adet tracheal halka hiçbir işlem uygulanmazsızın negatif 
kontrol olarak bırakıldı . 

Histopatolojik inceleme, IBV M41 referens suş ile infekte edilen halkalarda 
%100 siliostasis oluştuktan sonra, bu halkalar %10 ' luk fonnol .solusyonunda 
tespit edildi . Bilinen rutin yöntemlerle parafın bloklar hazırlanarak mikrotom ile 
5-6 um kalınlığnıda kesitler alındı. Hazırlanan preparatlar Hemataksilen - Eosin 
ile boyandı ve ışık mikroskobunda incelendi . Negatif kontrol olarak bırakılan 
tracheal halkalara da aynı işlemler uygulanarak histopatolojik inceleme yapıldı. 

BULGULAR 

IBV M41 referens suşunun 1 O katlı sulandım1aları ile infekte edilen tra: 
cheal halkalarda., ilk 48 saat içinde %100 siliostasis oluşmadı. 72 saatlik inkubasyon 
peryodu sonunda virusun 10-1 ile 10-3 arasındaki sulandınmlannın inakule edildiği 
tüm halkalarda %100 siliostosis gaziendi . 10-4 sulandırmada 3 halkada siliostosis 

Siliostatik Et k i log ı o 
IBVM41 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-b 10-7 ıo-s 10-9 ıo-ı o CD5jınl 

1 no ' lu + + + + - - - - - -
halka 

2 no ' lu + + + - + - - - - -
halka 

3 no'lu + + + + + - - - - -
halka 

4no'lu + + + + - - - - - -
halka 

Sno'lu + + + - - - - - - -
halka 

Oran 5/5 5/5 5/5 3/5 2/5 Of5 o;s Of5 Of5 o;s 5.48 

Tablo 1: IBV M41 referens suşunun farklı sulandırmalarındaki siliostatik etkisi. 

23 



Mikroskobik İnceleme-Şen-Ülgen-Mısırlıoğlu 

oluşurken, 2 halkada siliar aktivitenin devam ettiği belirlendi . 10-5 sulandınnanın 
inakule edildiği halkaların 2'sinde siliostosis oluştu . 3 halkada ise silio-aktivite 
gözlendi. Virus un daha yüksek sulandınnalarında (ı 0-6 ile ıo-ı O arasındaki 
sulandırmal ar) siliar aktivitenin etkilenmeyerek devam ettiği saptandı (Tablo ı) . 

Referens virusun siliostasis oluşturan %50 titresi (loglO CD50/ml) 5.48 olarak 
belirlendi . Virus inakule edilmeksizin kontari olarak bırakılan halkalarda siliar 
aktivitenin 5 gün boyunca devam ettiği gözlendi. 

IBV'nun %ıOQ siliostasis oluşturduğu tracheal halkaların histopatolojik 
incelemesinde, kinosilyumlarda kayıp , lamina epitelialis ' in tek katlı yassı ve tek 
katlı kübik epitel halini alması ile epitel hücrelerinde yer yer yuvarlaklaşma, 

çekirdeklerinde piknoz ve yaygın bir desquamation gözlendi (Resim 1). Virus 
in oku le edilmeyen kontrol grubundaki tracheaların yalancı çok katlı prizınatik ve 
kinosilyumlu epitelinde herhangi bir hasar gözlenmedi (Resim 2) . 

TARTIŞMA 

Tavukların önemli solunum sistemi patojenlerinden biri olan Infeksiyöz 
bronşitis virusu (IBV) 'nun İzolasyonunda ve virus ile ilgili diğer çalışınalarda 
tracheal organ kültürleri sıklıkla kullanılmaktadır (6,21) . Anabilim Dalı 'mızda 

daha önce yürütülen bir doktora çalışması (22) ile bir araştırına projesinde de 
(23) IBV'nun İzolasyonu ve virus nötralizasyon testi ile identifıkasyonu için 
TOK' leri kullanılmış ve tracheal kültürlerinin amaca uygun olduğu sonucuna 
varılmıştır. IBV'nun infektif titresinin belirlenmesinde de TOK' lerinin 
kullanılabileceği ve bu ortarndaki virus titresinin embriyolu yumurtalarda saptanan 
IBV titresi ile paralel olduğu bildirilmektedir (4,6) . Bu çalışmada da IBV M4ı 
referens suşunun infektivitesini belirlemek arnacı ile TOK'leri kullanılmış ve 
virusun titresi saptanmıştır. İnkübasyonun ilk 48 saatlik peryodu boyunca virusun 

· tüm sulandınnalarının inokule edildiği halkalarda tipik bir değişiklik gözlenmemiştir. 

İnkübasyonun 72. saatinde ise: ilk üç sulandırmada virus %100 siliostasis 
oluştururken, ı 0-4 sulandınnada 3/5 ve ı 0-5 sulandırmada 2/5 sulandırmada 2/ 
5 oranında siıiostasis gözlenmiştir. ı 0-6 ve daha yüksek sulandırmalarda virus 
tracheal halkalardaki siliar aktiviteyi etkilememiştir. Bu sonuçlar ışığı altında 
IBV M4ı referens suşunun siliostasis oluşturan %50 infektiftitresi (logl O CD50/ 
ml) 5.48 olarak saptanını tır. Aynı amaçla yapılan benzer çalışmalarda, IBV' nun 
infektiftitresinin virusun seratipine ve tracheal halkaların hazırlandığı SPF embriyo 
veya civcivlerin yaşına bağlı olarak değişklik gösterdiği ve titrenin (log 1 O CD5 Ol 
ml) 4.2 ile 6 .6 arasında olduğu bildirilmektedir. 

IBV ile infekte edilen tracheal halkalarda gözlenen tipik değişiklik siliar 
aktivitenin durmasıdır (6). Siliostasis inverted mikroskop ile yapılan incelemelerde 
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Resim 1. Deney grubu traclıea/ organ kiiltı'in'i. Lamina epitlıe/ialiste yassılaşma, epitel lıiicreletinde 
belirgin kayıp. x160 H. E. 
Fig.l TRaclıea/ organ cu/tire oflB group. Fiattening of/am ina epitlıe/ialis and marked los s of 
epitlıe/ia/ eel/s. x160 H.E. 

Resim 2.Ko11trol grubu trac/ıeal organ kllllllrll. Yalcmcı çok katlı prizmatik epitel ve 
ki11osilyumlar gözleniyor. x320 H. E. 
Fig.2 Traclıea/ organ cu/tim of control group. Pseudostratified prisma epitlıe/iımı and h..:vnociliums 
are seen. x320 H.E. 
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saptanmaktadır. Tracheal halkalarda siliostasis yanısıra siliar epitel hücrelerde 
dökülmeler ve hücre döküntülerinin oluşturduğu birikimler de inverted mikroskobik 
inceleme ile ortaya konınciktadır (5). IBV ile infekte tracheal halkalrda yapılan 
histopatolojik incelemelerde hücresel düzeyde değişiklikler gözlenmektedir. Bu· 
değişiklikler başlıca; trachea mukozasını örten epitelde kinasilyum kaybı, epitel 
hücrelerinde yuvarlaklaşma, yer yer piknoz ve desquamation ile lamina 
epitelialis 'in tamamen dökülüp ortadan kalkması olarak bildirilmektedir (5, 12,21 ). 
Bu çalışmada IBV ile infekte edilen ve % 1 00 siliostasis gözlenen tracheal 
halkalar histopatolojik olarak incelenmiştir. 5.48 logl O CD50/rnl infektiftitreye 
sahip IBV ile infekte edilen tracheaların lamina epitelialisinin tek katlı yassı ve 
tek katlı kübik epitel halini alması, epitel hücrelerde yer yer yuvarlaklaşma, 

çekirdeklerinde piknoz ve yaygın desguamasyon ile kinosilyumlarda kayıp 
gözlenmiştir. Bu bulgular benzer çalışmalardaki sonuçlar ile benzerlik 
göstermektedir. Nefatifkontrol grubu~daki tracheanın yalancı çok katlı prizrnatik 
ve kinosilyumulu epitelinde herhangi bir hasar saptarımarnıştır. Son yıllarda IBV 
ile infekte tracheal halkalarda elektron mikroskobik incelemeler yapılarak daha 
ayrıntılı sonuçlar elde edilmektedir ( 14, 15,24) . 
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