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Ozet: Bu calismada, infeksiydz bronsitis virusu (IBV)'nun kisa siirede tespit edilmesi amaci ile fikze edilmemis-taze trakeal organ
kultlrleri (TOK)'nde immunoperoksidaz tekniginin uygulanabilirlidi incelendi. Bu amagcla, bir gunlik SPF civcivlerden hazirlanan
TOK'ne IBV M41 referens susunun farkli dilusyonlari inokule edildi. 1BV antijeni, TOK'nde inokulasyondan 18 saat sonra
immunoperoksidaz (IP) teknidi ile saptandi. IP boyama, tiim dilusyonlarda siliostazisden ¢nce gdzlendi. IP teknigi, formalin ile fikze
edilmis ve parafinle bloklanmis TOK kesitlerinde viral antijeni ortaya koymak amaci ile de uygulandi. Viral antijen bu kesitlerde de
tespit edildi. IBV ile infekte trakeal halkalarin histopatolojik incelemesinde, kinosilyum kaybi, lamina epitelyaliste yassilasma, epitel
hicrelerde yuvarlaklasma ve dékilme gozlendi.

Anahtar Sozciikler: infeksiyéz bronsitis virusu, Trakeal organ kiiltiirii, immunoperoksidaz

Detection of Infectious Bronchitis Virus in Tracheal Organ Cultures Using the
Immunoperoxidase Technique

Abstract: The applicability of the immunoperoxidase (IP) technique in unfixed-fresh tracheal organ cultures (TOCs) was investigated
for rapid detection of infectious bronchitis virus (IBV). For this purpose, TOCs prepared from one-day-old SPF chicks were inoculated
with [BV M41 strain in serial dilutions. IBV antigen detected by IP technique in TOCs 18 h postinoculation. IP staining was observed
before siliostasis in all dilutions. The [P technique was also applied to detect IBV antigen in formalin-fixed, paraffin-embedded
sections of TOCs inoculated with IBV M41 strain. Viral antigen was also detected in these sections. Histopathological examinations
of IBV M41 infected tracheal rings showed loss of cilia, flattening of lamina epithelialis, and rounding and desquamation of epithelial
cells.
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Giris

infeksiydz ~ bronsitis  virusu  (IBV),  tavuk
yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan
infeksiyonlardan biridir (1-3). Ulkemizde de infeksiyonun
varligi yapilan serolojik ve virolgjik calismalarla ortaya
konmustur (4-7). Virus solunum yolu infeksiyonu ve
nefritis olusturmasi yani sira, yumurta verimini ve
kalitesini olumsuz yo6nde etkilemektedir (3,8-10).
infeksiydz bronsitis (IB)'in tanisi virusun kendisinin ya da

* Bu calisma TUBITAK tarafindan VHAG-1441 nolu projeyle desteklenmistir.

spesifik antikor yanitinin saptanmasi ile yapiimaktadir.
Virusun saptanmasinda ise virus izolasyonu ve
identifikasyonu yani sira, daha kisa strede sonug¢ alinan
direkt tespit yontemleri kullaniimaktadir. Bu yontemler
arasinda en 6nemlileri, spesifik antikorlarin kullanimi ile
infekte doku kesitlerinde viral antijeni ortaya koyan
immunofluoresan teknigi (IFT) ve immunoperoksidaz
teknigi (IPT) ile viral genomun belirlenmesine yonelik
uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dur (11-13).
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immunoperoksidaz teknigi (IPT), infekte dokularda
viral antijeni, peroksidaz isaretli spesifik konjugat ile
tespit eden ve ortama substrat ile kromojenin katilmasi
sonucu reaksiyonu gorilebilir hale getiren bir
yontemdir. [PT glnumizde IB yanisira infectious
bursal disease (IBD), egg-drop syndrome (EDS) gibi
cesitli infeksiyonlarin tanisinda Kullanilmaktadir
(14,15).

IBV'nun izolasyonu amaci ile Trakeal Organ
Kultdrleri (TOK) siklikla kullaniimaktadir. TOK'leri 19-
20 gunlik Specific Pathogen Free (SPF) tavuk
embriyolarindan hazirlanmakta ve IBV'nun saha
suslarinin adaptasyonuna gereksinim duyulmaksizin ilk
pasajlarda  siliostazis  olusturmaktadir (2,16).
Siliostazis, virusa spesifik bir 6zellik olmamasi nedeni
ile, IBV'nun identifikasyonunun virus nétralizasyon
testi ile teyidi gerekmektedir. Trakeal dokuda
siliostazis olusum suresi, inokulumdaki virus miktarina,
virus susuna ve genetik faktorlere gore degismekle
birlikte, inokulasyondan yaklasik 18-24 saat sonra
baslamakta ve aktivitenin 9% 100 oraninda durmasi 72
saat icinde tamamlanmaktadir (17,18). IBV'nun
izolasyonunda oldukc¢a duyarh bir teknik olan
TOK’lerinde virusun tespit edilme slresini kisaltmaya
yonelik yapilan bir calismada, Bhattacharjee ve ark.
(19), TOK ile IFT'ni birarada Kkullanarak IBV-spesifik
fluoresan 1simanin 24 saatten daha kisa sirede
saptandigini rapor etmislerdir. Ayni calismada, IF
boyamanin trakeal halkalardaki siliostazisten daha 6nce
ortaya c¢iktigi ve bu teknigin IBV'nun hizl
identifikasyonunda kullanilabilecegi bildirilmistir.

IBV ile infekte trakeal halkalarin histopatolojik
incelemelerinde, siliostazis yani sira, trakeanin siliar epitel
katmaninda dokllmeler, yine epitel hicrelerde
yuvarlaklasma, cekirdeklerinde piknoz ve yaygin
deskuamasyon ile kinosilyumlarda kayip, dejeneresyon ve
epitel hucrenin tamamen dokullmesi gibi degisiklikler
g6zlenmektedir (20,21).

Bu calismada, IBV ile infekte edilmis TOK'lerinde IP
tekniginin uygulanabilirliginin incelenmesi ve bu teknik ile
viral antijenin trakeal dokularda kisa sirede saptanmasi
amagclanmigstir. Ayrica IP teknigi, taze trakeal dokular yani
sira parafinle bloklanmis trakeal dokudan hazirlanan
Kesitlerde de uygulanarak Kkesitlerin bu amacla
kullanilabilirliligi incelenecektir.
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Materyal ve Metot

SPF Embriyolu Tavuk Yumurtast: Bir glnlik SPF
embriyolu tavuk yumurtalari Manisa Tavuk Hastaliklari
Arastirma ve Asi Uretim Enstitiisiinden saglandi.

Minimum Essential Medium: TOK hazirlanmasinda
ve referens virusun titrasyonunda Minimum Essential
Medium (MEM) (Sigma M0643) kullanildi.

TOK Hazirlanmasi: Trakeal halkalar 19-20 gunlik
SPF tavuk embriyolarindan veya 1 gunlik SPF
civcivlerden hazirlandi. Halkalarin her biri inverted
mikroskopta incelenerek siliar aktivite yonunden
incelendi. Halkalarin 9% 100 siliar aktivite gosterenleri
ayrilarak kullanildi (16).

IBV M41 Referens Susun TOK'lerinde Titrasyonu:
Referens virusun (IBV M41) sterii MEM ile 10 Kkath
sulandirmalari yapilarak, trakeal halkalara inokule edildi
ve % 100 siliostazisin gozlendidi son nokta saptandi.
Sonuglar Reed ve Muench Yontemi (22) ile hesaplanarak,
5.13 log;q CDsy (% 50 siliostatik doz) / ml olarak
saptandi (16).

Anti-IBV Poliklonal Serum: BV M41 susu 10° EID
(Embriyo Infektif Doz)/ml miktarinda 3-5 haftalik SPF
piliclere subkutan yol ile iki defa inokule edilerek
hazirlandi.

TOK'lerinin IBV M41 ile infeksiyonu: Trakeal
halkalar hazirlandiktan 24 saat sonra siliar aktiviteleri
kontrol edildi ve % 100 siliar aktiviteye sahip olan
halkalar 4.13 logy, CDg, / ml IBV M41 ile inokule edildi.
Virusun trakeaya absorbsiyonu igin kiltirler 37 °C'de ve
statik durumda bir saat inkube edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda inokulum uzaklastirildi ve halkalarin Uzerine
0,15 ml MEM eklendi ve % 5 CO, iceren etlvde ve
otomatik zaman ayarll bir calkalayici Uzerinde, 37 °C'de
inktbe edildi.

TOK’lerinde IPT Uygulanmasi: IP teknigi icin Biyotin
isaretli Purtifiye keci anti-tavuk 1gG (H+L) (KPL-16-24-
06), ExtrAvidin-Peroxidase (Sigma-E2886) ve AEC
Kromojen Kit (Sigma-AEC101) kullanildi.

a) Endojen peroksidazin giderilmesi: Bu amacla iki
farkll yontem uygulandi. Trakeal halkalarin bir kismi %
0,28'lik periyodik asit solusyonu ile 2 dk muamele edildi
(23). Diger halkalar ise 9% 3'lik H,0,'de 10 dk bekletildi
(14). Her iki uygulama sonunda halkalar Phosphate
Buffer Saline (PBS) ile 10 dk sure ile 2 defa hafif devirli
calkalayict Uzerinde yikandi.



b) Trakeal halkalarin IPT ile boyanmasi: IP boyama,
“Avidin-Biotin-Peroksidaz-Kompleksi”  yontemi ile
uygulandi (24). ilk asamada trakeal halkalar primer
antikor (anti IBV antiserumu) ile muamele edildi. Bu
asamada mikropleyt gozlerindeki halkalarin herbirinin
Gzerine 0,1 ml primer antikor eklendi ve 37 °C'de 45-60
dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda halkalar “a”
sikkinda belirtildigi sekilde yikandi. Sekonder antikor
(biyotin isaretli Kke¢i anti tavuk IgG (H+L))
uygulamasindan énce “background” boyanmayi dnlemek
amacli ile % 20'lik normal keci serumu ile halkalar oda
sicakliginda 10 dk inklbe edildi. Yikama isleminin
ardindan sekonder antikor 0,1 ml halkalar Uzerine
eklendi ve oda sicaklidinda 30 dk inkibe edildi. Yikama
sonrasi tum halkalar 0,1 ml ExtrAvidin-Peroxidase ile oda
sicakhginda 30 dk inklbe edildi. Yikama islemi
uygulandiktan sonra son asamada AEC Kromgjen ile
halkalar 2 dk, 5 dk ve 10 dk olmak Uzere farkli sirelerde
inklbe edildi ve deiyonize su ile yikandi. Boyama islemi
sonunda trakeal halkalar temiz lamlar tzerine yerlestirildi
ve Uzerlerine 1 damla kaplama mediumu (gliserol-jelatin)
damlatilip bir lamel ile hafifce kapatildi ve sk
mikroskobunda incelendi.

¢) Reagentlerin Optimizasyonu: IPT'nde kullanilan
primer antikor (1/25, 1/50 ve 1/100), sekonder antikor
(1/50, 1/100 ve 1/1000) ve ExtrAvidin-Peroxidase
(1/50, 1/100 ve 1/200) farkli dilusyonlari ile 6n calisma
yapilarak optimize edildi.

Doku Kesitlerinde IPT Uygulanmasi: Trakeal
halkalardan hazirlanan parafin kesitlerde [BV antijenini
saptamak i¢in “Avidin-Biotin-Peroksidaz-Kompleksi”
yontemi kullanildi (24). Kesitler deparafinize edildikten
sonra PBS’de 5 dk yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesi
giderildikten sonra Kesitler, normal keci serumu, primer
antikor, sekonder antikor, ExtrAvidin-Peroxidase ve AEC
kromagjen ile inklbe edildi. Karsit boyama icin Mayer'in
hematoksileninde 2 dk boyandi. Kesitlerin Uzerine 1
damla gliserol jelatin damlatilip lamel ile kapatildi ve 1sik
mikroskobunda incelendi. Negatif kontrol olarak PBS
inokule edilen trakeal halkalar kullanildi. Tim islemler
oda 1sisinda ve nem odalarinda gerceklestirildi.

Histopatolojik inceleme: IBV M41 susu ile infekte
edilen ve negatif kontrol olarak birakilan trakeal
halkalardan inkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde
ornekler alinarak % 10’luk noétral formalin solusyonunda
tespit edildi. Bilinen yodntemlerle hazirlanan parafin
bloklardan alinan 5-6 mikronluk Kesitler hematoksilen-
eosin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.

A. SEN, G. SONMEZ, V. CANER, M.0. OZVIGIT

Deney Plani

* IBV M41 referens susun 107, 10% ve 10™lik
dilusyonlari yapilarak her bir dilusyondan, her
deneme icin Uger adet trakeal halkaya inokule edildi.
inkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde érnekler
ayrildi. Ayni zamanda siliar aktivite kontroli yapildi
ve daha sonra halkalara IPT uygulandi. Kontrol
grubu olarak PBS inokule edilen trakeal halkalara
IPT uygulandi.

* |BV M41 referens susun 10™"lik dilusyonu inokule
edilen trakeal halkalarin bir kismi ayni surelerde
ayrilarak formol icine alindi. Bu dokulardan parafin
bloklar hazirlanarak Kkesitleri alindi ve IPT ile
boyandi.

* |BV M41 referens susun 10™"lik dilusyonu inokule
edilen trakeal halkalarin bir béliminden ise yine
parafin bloklar hazirlandi ve histopatolgjik yénden
kontroll yapildi.

Derecelendirme

TOK'lerinde IPT uygulamasinda sonuglar O-4 arasinda
derecelendirildi. O: IP reaksiyonu goérulmeyen drneklere,
1: Trakeal epitel dokunun 1/4'inde [P reaksiyonunun
goérildugu orneklere, 2: Trakeal epitel dokunun 1/2'sinde
[P reaksiyonunun goraldigu oérneklere, 3: Trakeal epitel
dokunun 3/4’Unde IP reaksiyonunun goruldigu
orneklere, 4: Trakeal epitel dokunun tamaminda [P
reaksiyonunun goruldigu orneklere verildi. Ayni sistem
siliostazisin derecelendirilmesi icin de yapildi. Bdylece her
grupta bulunan trakeal halkalarin Gglinde de maksimum
IP reaksiyonu veya siliostazis gozlendiginde skor 12
(4X3) olarak ifade edildi (19).

Bulgular

TOK’lerinde Immunperoksidaz Boyanma
Sonuglart:

- Background boyama: Trakeal halkalarin

immunoperoksidaz teknigi ile boyanmasi sonucunda
reaksiyonlar 1slk mikroskobunda X10 ve X25'lik
objektiflerle incelendi. Periyodik asit (% 0,28) veya H,0,
(% 3) ile muamele edilen drneklerde % 20 Kke¢i serumu
ile  blocking uygulamasina ragmen background
boyanmalarin giderilemedigi gozlendi. AEC substratin kisa
stre (2-3 dk) uygulanmasi ile trakeal halkalarda non-
spesifik boyanmalarin daha az diizeyde oldugu gozlendi.
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- Farkll dilusyonlar ve inkibasyon periyotlarinda
Immunperoksidaz boyanma sonugclart:

a) 4,13 logy, ile infeksiyon: TOK'lerinde viral antijen
inkibasyonunun en erken 18. saatinde optimal dlzeyde
tespit edildi (Sekil 1). Bu gruptaki halkalarda siliostazis
18. ve 24. saatte gobzlendi, ancak 48. saatte dahi
siliostazis % 100 tamamlanmadi (Sekil 2).

b) 3,13 log,, ile infeksiyon: Bu grupta viral antijen IP
teknigi ile optimal dizeyde 48. saatte gozlendi. 18. ve
24. saatte de oldukca gigli boyanmalar dikkati cekti.
10™lik sulandirma ile yapilan bu infeksiyon grubunda
siliar aktivite 24. saatte % 50'nin altinda idi, 48. saatte
ise yaklasik % 50 diizeyinde gozlendi (Sekil 3).

¢) 2,13 log;, ile infeksiyon: En dusuk virts dilusyonu
(107 ile yapilan infeksiyonun 18. saatinde oldukca az
miktarda boyanmalar gozlendi (Sekil 4), 24. ve 48.

Sekil 1. IBV M41 ile infekte TOK'de yaygin, spesifik IP reaksiyonu
(0k)X400.
12 B . siliostazis
10
8 | D immunperoksidaz boyama
L 6
%)
4 -
2 -
O T T T T 1

T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48
infeksiyon sonrasl zaman (saat)

Sekil 3. 3,13 logyg CDgy ile infekte edilen TOK'lerinde
immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin saptanma
zamani ve derecesi.
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saatlerde ise kademeli olarak artis gozlenen spesifik
reaksiyonlar belirlendi. Bu dilusyonlardaki halkalarin siliar
aktivitesi ilk 24 saat boyunca oldukga gugli idi, 48. saatte
ise halkalarda dusik diizeyde siliostazis tespit edildi (Sekil
5).

d) Kontrol grubu: PBS inokule edilen trakeal

halkalarin IPT ile boyanmasi sonucu spesifik reaksiyon
gozlenmedi (Sekil 6).

Doku Kesitlerinin immunperoksidaz Boyama
Sonuclari: 4,13 log,, (10") IBV M41 ile infeksiyonun
18., 24. ve 48. saatlerinde alinarak formalin ile tespit
edilen ve parafine gémilen trakeal halkalarin IP teknidi ile
boyama sonucunda epitel hiicrelerin sitoplazmasinda viral
antijen tespit edildi (Sekil 7). PBS inokule edilen negatif
kontrol grubu trakeal halkalarda spesifik boyanma
gozlenmedi (Sekil 8).

W siliostazis

[J immunperoksidaz boyama

27 l

O T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48
infeksiyon sonrasi zaman (saat)

Sekil 2. 413 logig CDsy ile infekte edilen TOK'lerinde

immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin saptanma

zamani ve derecesi.

Sekil 4. IBV M41 ile infekte TOK'de disuk duzeyde spesifik IP

reaksiyonu (ok)X400.
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Sekil 5. 2,13 logig CDgy ile infekte edilen TOK'lerinde
immunperoksidaz reaksiyonu ve siliostazisin  saptanma
zamani ve derecesi.

Sekil 7.

BV M41 ile infekte TOK'den hazirlanan parafin doku
kesitlerinde, epitel hucrelerde spesifik 1P reaksiyonu (ok),
X400.

Histopatolojik Inceleme Sonuglari: IBV ile
infekte edilen trakeal halkalarin inokulasyondan 18,
24 ve 48 saat sonra yapilan histopatolojik
incelemelerinde; lamina epiteliyalisi olusturun yalanci
cok katli prizmatik epitel hicrelerin Kinosilyumlarinin
ortadan kayboldugu, soluk eozinofilik sitoplazma ve
piknotik cekirdege sahip bu hucrelerin yuvarlak bir
gérinim aldigr dikkati cekti. Ayrica bu dejenere
hlcrelerin yer yer epitel tabakadan ayrilip, limene
dokiildikleri tespit edildi. Inokulasyondan 48 saat
sonra yapilan mikroskobik incelemede ise lamina
epitelyalisin tek katli yassi epitel halini aldigi ve yer
yer tamamen dokuallip, ortadan Kkalktigi gozlendi
(Sekil 9). PBS inokule edilen kontrol grubu trakeal
halkalarda ise herhangi bir patolojik bulgu
gozlenmedi (Sekil 10).

A. SEN, G. SONMEZ, V. CANER, M.0. OZVIGIT

Sekil 6. PBS ile inokule edilen TOK'de negatif [P reaksiyonu, X400.

PBS inokule edilen kontrol grubu TOK'lerine ait parafin
doku kesitlerinde  negatif IP reaksiyonu , X400.

Sekil 8.

Tartisma

IPT, bircok viral infeksiyonun tanisinda siklikla
kullanilan bir yéntemdir. Bu calismada IBV ile in vitro
infekte edilmis civciv trakeal organ kulturlerinden elde
edilen fikze edilmemis taze trakeal dokularda ve formalin
ile fikze edilmis parafin kesitlerde IPT uygulanmistir.
Bhattacharjee ve ark. (19) benzer olarak taze trakeal
dokuda IFT ile IBV antijeninin varligini ortaya
koymuslardir. Aragtirmacilar bu teknik ile ylksek titrede
inokule edilen virusun trakeal halkalarda 24 saatten daha
erken saptanabildigini ve IF reaksiyonunun siliostazisten
once ortaya ciktigini bildirmislerdir. Nagi (23) ise, IBV ile
infekte edilen SPF embriyolu yumurtalarin CAM’larinda
viral antijeni inokulasyondan sonraki 15. saat icinde IP
teknidi ile ortaya kondugunu rapor etmistir. Bu calismada
da IBV'nun 4,13 log;, CDs, ile infekte edilen trakeal
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IBV M41 inokule edilen TOK'lerinden hazirlanan kesitlerde,
lamina epitelyaliste yassilasma ve epitel hucrelerinde
belirgin kayip .H.E. X200.

Sekil 9.

halkalarda inokulasyonun 18. saatinde reaksiyon optimal
diizeyde saptandi. Inokulumdaki virus miktarinin
azalmasina paralel olarak IP reaksiyonlari da gittikce
azalan dizeylerde gozlendi. Ayrica tim inokulasyon
gruplarinda IP reaksiyonlari siliostazisden once tespit
edildi.

IBV'nun izolasyonu amact ile TOK, embriyolu
yumurtaya ve hicre Kkultlrlerine tercih edilmekte ve
trakeal halkalarin siliar epitelinde treyen virus, siliostazis
olusturmaktadir (8,16). IBV'nun siliostazis olusturma
gucl virusun serotipleri ve miktari ile iligkili olmakla
birlikte, genellikle ilk 24 saatte baslayip 3-4 gunlik sure
icinde trakeal halkanin 9% 100'Unde siliostazis
gorulmektedir (6,8,25). Bu calismada farkli miktarda IBV
M41 ile inokule edilen trakeal halkalarda IP islemi ile
parelel olarak siliar aktivite de incelendi ve inokulumdaki
virus miktarinin azalmasina paralel olarak trakeal
halkalardaki siliostazis oranlarinin da azaldigi saptandi.

IPT ile hem kisa sire i¢inde sonug alinmaktadir hem
de virusun dokuda olusturdugu  degisiklikler
incelenebilmektedir. Ancak bu ¢alismada, IP boyama doku
Kesitleri yerine direkt trakeal halkalara uygulandigindan
ve trakeal halkalarin kalinligi oldukca fazla oldugundan
trakeal epitelin yapisini inceleme olanagi olmadi. Ayrica
trakeal halkada endgjen peroksidaz (EP) enziminin
bulunmasi ve trakeal halkalarin oldukc¢a kalin yapida
olmasi nedeni ile teknikte EP'1 gidermek amaci ile
kullanilan 9% 0,28'lik periyodik asit veya % 3'lik H,0,
uygulamalari yeterli olmadi ve trakeal halkalarda
“background” boyanmalar giderilemedi. [P tekniginde
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PBS inokule edilen kontrol grubu TOK'ne ait kesitlerde
epitelin normal yapisi , H.E. X200.

Sekil 10.

background boyanmalarin dider bir sebebi ise testte
kullanilan primer antikorlardir. Primer antikorlarin
poliklonal ¢zellikte olmasinin non-spesifik boyanmalara
neden olabilecedi, monoklonal antikor Kkullanimi ile non-
spesifik reaksiyonlarin 6nlendigi bildirilmektedir (23,26).
Ayrica IPT uygulanan dokuya ait hayvan turunde
hazirlanmis  antiserum kullanimi  da background
boyanmalara neden olmaktadir. Bu ¢alismada Kkullanilan
primer antikor, IBV M41 susunun 3-5 haftalik SPF
piliclere inokulasyonu ile elde edilmistir. Bu calismada
kullanilan sekonder antikor ise Kkeciden elde edilmis
biyotin igaretli anti-tavuk IgG serumudur. Teknikteki
background boyama nedenlerinden biri keci serumundaki
non-spesifik antikorlardir. Bunu gidermek igin testin
sekonder antikor Kullanilan asamasindan hemen &nce
“blocking serum” (normal kegi serumu) kullanilmaktadir
(27). Bu calismada da % 20'lik normal keg¢i serumu
blocking amaclh kullanildi. Ancak background boyama
Uzerinde Onemli bir etkisi gozlenmedi. Calismada
kullanilan kromojenin  inkubasyon siresinin kisa
tutulmasi ile preparatlarda nonspesifik boyanmanin daha
az goruldigu ve spesifik boyanmalarin da bu streden
etkilenmedigi saptandi. Ayrica yine trakeal dokularin kalin
olmast nedeni ile mikroskobik incelemede dokunun
kalinligi boyunca farkli derinliklerde spesifik boyanmalarin
oldugu ancak net gozlenemedigi dikkati cekti. Bu da
trakeal halkalarda [P tekni@inin degerlendirilmesini
zorlastirdi. Benzer problemler halkalarin IF ile
boyanmasinda da saptanmustir (19).

IBV'nun  trakeal dokudaki
saptanmasinda fikze

epitel
formalin ile

varhiginin
edilmis  veya



dondurulmus trakeal doku Kesitleri yaygin olarak
kullaniimaktadir (23,26). Bu calismada IBV M41 ile in-
vitro infekte edilmis TOK'lerinden hazirlanan ve formalin
ile fikze edilerek parafinle bloklanmis doku kesitleri
kullanildi. 1BV M41 referens susun 4,13 log,, (10
miktart ile infekte edilen trakeal halkalarin kesitlerinde,
inkubasyonun 18., 24. ve 48. saatlerinde viral antijen
saptandi. Trakeal doku Kesitlerinde viral antijenin 18.
saatte saptanmasi, [BV'nun TOK'nde c¢ogalmast ile
aciklanabilir. Nagi (23), 1BV M41 ile intraokuler yolla
infekte ettigi piliclerin trakeal dokularinda viral antijeni
inokulasyondan 96 saat sonra tespit ederken ayni
calismada, 9 glnluk SPF embriyolu yumurtalara allantoik
bosluk yolu ile inokule ettigi virusu inokulasyondan 15
saat sonra tespit etmistir. Viral antijenin saptanmasindaki
bu sure farkhliginin inokulumdaki virusun embriyolu
yumurtalarda daha kisa slrede ¢ogalmasina bagli oldugu
vurgulanmigtir.

Calismada 4,13 log;, IBY M41 ile inokule edilen
TOK'lerinden inokulasyondan 18, 24 ve 48 saat sonra
hazirlanan kesitlerin histopatolojik incelemesinde, yalanci
cok Katli prizmatik epitellerde kinosilyum kaybi, soluk
eozinofilik sitoplazma, epitel hicrelerinde yuvarlaklasma
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