1. GIRIS

Kanatl bordetellozisi (hindi korizas1) 6zellikle geng¢ hindilerin diisiik mortalite
ve yiiksek morbidite ile karekterize; okulonasal akinti, aksirik, solunum giigliigii, trakeal
kollaps ve agirlik kaybi gibi klinik semptomlar ile seyreden oldukca bulasic1 bir iist

solunum sistemi hastaligidir.

Hastalik etkeni olan Bordetella avium, Gram negatif, 0,2-0,5 x 0,5-1 pm
boyutlarinda, comak ya da kokobasil seklinde, peritrik flagellali, hareketli kapsiilli,
aerobik, nonfermentatif, nonhemolitik, oksidaz ve katalaz pozitif bir mikrorganizmadir.
Oronasal mukozanin siliali hiicrelerine yapisan bakteriler ilerleyerek bir haftada
trakeanin {ist kisminda ve primer bronglarda kolonize olurlar. Bakteriler burada
cogalarak trakea mukozasinda akut yangi, epitelyumlarda silia kaybi, trakea halka
yapisinda bozulma sonrasinda hapsirma, tiksirma ve burun tikanikligi meydana

getirirler. Ticari hindiler hastalia kars1 olduk¢a duyarlidirlar.

Bordetella cinsinin iiyelerinin, omurgali canlilarda solunum sistemi hastaliklar
meydana getirdikleri ve siliumlu epitellere kolonize olma kapasitesine sahip olduklari
bilinmektedir. Insanlarda Bordetella pertussis’in neden oldugu bogmaca hastalig1 ile
hindilerin bordetellozisinin benzerliklerine ragmen; B. avium’un insanlarda kolonize

olduguna veya hastalik yaptigina iliskin bir kanit giiniimiize kadar bulunamamustir.

B. aviumun dogal konakgilar1 hindilerdir, ancak etken tavuk, 6rdek ve kaz gibi
diger kanathi hayvanlardan da izole edilmistir. B. avium un neden oldugu solunum
sistemi sendromu papagan ve devekusunda da bildirilmistir. Infeksiyon ¢ok bulasicidir
ve sekonder bakteriyel hastaliklara zemin hazirlar. Etkenin kontamine olmus kiimes ve
barmaklardan elimine edilmesi olduk¢a zordur. Suluklarda yaklasik bes ay canliligini
koruyabilir ve iireyebilir. B. avium ile infekte olmus bir siirliden hastaligin tamamiyla
eradike edilmesi miimkiin degildir. Yapilan ¢aligmalar hastaliga yakalanip tedavi edilen
hayvanlardan etkenin tekrar kolaylikla izole edilebildigini gostermistir.

Bordetellozis’in tanis1 klinik bulgular, etkenin solunum yollarinda meydana

getirmis oldugu lezyonlar, {ist solunum yollarindan etkenin izolasyonu ve serolojik



testler ile konulur. Etken izolasyonu zaman alicidir ve saha kosullarinda pratik degildir.
Dogal ve deneysel infeksiyonlarda B. avium’a karsi gelisen antikorlarin saptanmasinda
serolojik testlerden sikg¢a yararlanilmaktadir. Bu amacgla en ¢ok kullanilan testler
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Indirekt Fluoresan Antikor Testi
(IFAT) ve Mikroaglutinasyon Test (MAT)’leridir. MAT’nin bakteriyel izolasyon ile
yuksek korelasyon gosterdigi ortaya konmustur. ELISA oldukga giivenilir bir teshis
yontemidir ve pek c¢ok laboratuarda referans test olarak B. avium’a karsi olusan
antikorlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak ELISA Kkitlerinin fiyatinin ytiksek
olmasi kitin kullanilabilirligi acisindan 6nemli bir dezavantajdir. Bununla birlikte heniiz

ticari olarak B. avium Lam Agliitinasyon Test (LAT) antijeni gelistirilmemistir.

Hindilerde solunum sistemi problemleri 6zellikle havalarin sogumaya basladigi
donemlerde etkili olup, biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Solunum sistemi
patojenlerinin kisa siirede teshis edilmesi ve buna yonelik tedaviye en kisa siirede
baslanmas1 ekonomik kayiplarin Onlenmesi acisindan Onem tasimaktadir. Bu
nedenlerden dolay1 yapilan aragtirmanin amaglari:

1. Saha kosullarinda pratik olarak kullanilabilecek LAT antijenin hazirlanmast;
2. Laboratuar kosullarinda uygulanabilecek MAT antijenin hazirlanmasi ve
MAT ’nin standardizasyonu;

3. Ticari ELISA kiti ile LAT ve MAT nin duyarhiliklarinin karsilastirilmasidir.



2. KONU iLE ILGILI ONCEKI CALISMALAR

Bordetellozis kanatlilarda Bordetella aviumun sebep oldugu iist solunum
sisteminin ¢ok bulasici bir hastaligidir. Hastalik yaygin bir sekilde hindi korizas1 olarak
bilinmekle birlikte; genel olarak kullanilan diger sinonimleri Alcaligenes
rhinotracheitisi (ART), adenovirusla iligkili respiratorik hastalik, akut respiratorik
hastalik sendromu, Bordetella avium rhinotracheitis (BART) ve Hindi Rhinotracheitis’

idir (Simmons ve ark, 1986).

Hastaligin etkeni olan B. avium silia epitellerine yerleserek solunum yolu
mukozasinda yangiya sebep olur. Ticari hindiler hastaliga karsi oldukc¢a hassastirlar
(Simmons ve ark., 1986). Geng¢ hindilerde siddetli tiksirikla birlikte burun ve goz
akintisi, solunum giicliigii, submandibular 6dem, hirilti, trakeal kollaps, gelisme geriligi
ve diger infeksiyonlara karsi predizposizyon sekillenir. Hastaliga yakalanan hindiler
ozellikle Escherichia coli infeksiyonu gibi sekonder bakteriyel infeksiyonlara duyarl
olurlar (Barnes ve Hofstad, 1983; Hinz ve ark., 1983; Simmons ve ark., 1986). Hinz ve
ark. (1978), hindilerde B. avium infeksiyonunun Chlamydia psittaci ile birlikte
seyrettigini bildirmislerdir. infeksiyona yakalanan hindilerde mortalite % 7-20 arasinda
seyrederken; hayvanlarin Klebsialla pneumonia, E. coli ve Pseudomomas fluorescens
gibi sekonder bakteriyel etkenlere maruz kalmasi ile mortalitenin % 90 morbiditenin de
% 100’e ulastigr tesbit edilmistir. Bildirilen hastalik olgularindan B. avium disinda
Mycoplasma gallisepticum ve Newcastle hastalig1r virusunun lentojenik ve mezojenik

suslar1 da izole edilmistir (Pardue ve Luginbuhl, 1998).

B. avium hindilerde ve tavuklarda ekonomik Onemi olan bir etkendir.
Tavuklarda mikroorganizmanin, Ozellikle broylerlerde asilamalardan sonra, orta
dereceli solunum sistemi infeksiyonu olusturdugu bildirilmistir (Domingo ve ark.,
1992). B. avium’un Leghorn tavuklarda oportunistik patojen oldugunu bildiren

arastirmacilar da bulunmaktadir (Horrox, 1983; Jackwood ve ark., 1995).

B. avium’un evcil kanatli hayvanlar kadar yabani kanatlilarda da infeksiyon

olusturdugu bildirilmistir. Raffel ve ark. (2002) tarafindan Amerika’da yabani ve evcil



kanath hayvanlarda B. avium’ un prevalansini 6lgmek i¢in gerceklestirilen bir calismada
61 kanatl tiirtinden toplanan 237 kan 6rnegi alinmis, bunlardan 41 tiire ait 100 serumda
B. avium’a kars1 antikor olustugu tespit edilmistir. Bununla birlikte dokuz adet

izolasyon gergeklestirilmistir.

Bordetella benzeri bakteriler diinyanin bir¢ok yerinde hindilerde rhinotracheitis
salginlarinin ortaya ¢ikmasi sonucu izole edilmislerdir. Bu etkenler Kanada’da B.
bronchiseptica ile iliskili (Ficken, 1983), Bati Almanya’da B. bronchiseptica benzeri
(Gray ve ark., 1983; Helwing ve Arp, 1990, Hinz ve ark., 1978, Hinz ve ark., 1981),
ABD (Savelkoul ve ark., 1993), Israil (Simmons ve Gray, 1979), Fransa (Andral ve
ark., 1985), Ingiltere (Hinz ve ark., 1992) ve Kanada’da (Blore ve ark., 1991)
Alcaligenes  faecalis olarak isimlendirilmistir. Filion ve ark. (1967) hindi
rhinotracheitisinin Bordetella cinsine ait bir bakteriden kaynaklandigini ilk kez 1967
yilinda Kanada’da; bundan yaklasik 10 yil sonra infeksiyonun Almanya ve ABD’de B.
bronchiseptica benzeri ve A. faecalis olarak bilinen bir etkenden kaynaklandigi
bildirilmistir (Simmons ve ark., 1986). Kersters ve ark. (1984) tarafindan yapilan
sistematik bir ¢alismada ise hindilerde rhinotracheitis’e sebep olan bakteriyel etkenlerin
bordetellanin yeni tiirii olduguna karar verilmistir. Hindilerde B. avium infeksiyonu ile
iliskili diger bir iist solunum yolu salgin1 da 1981 yilinda Ingiltere’de ortaya ¢ikmugtir
(Burke ve Jensen, 1981). Norfolk’ta ise 1985 yilinda salginlar baglangigta 15 haftalik
hindilerde goriiliirken daha sonra bir haftalik yastaki hindilerde de etkili olmustur. 11k
24 saat icinde % 100’e varan bir morbidite goriilmesine ragmen, mortalite % 1-30
arasinda kalmistir (Barnes ve Hofstad, 1977; Kersters ve ark., 1984). Daha sonra 1986
yilinda hastalik etkenin isminin Bordetella avium olmasi 6nerilmis ve bu isim resmen

kabul edilmistir (Jackwood ve ark., 1986).

Amerika’da yapilan caligmalarda arastiricilar, hindi rhinotracheitis etkeninin
viriis olabilecegini ileri siirmiislerdir (Blackal ve Rogers, 1991). Ancak, Adenoviruslar
siklikla hastaliga karigsa da deneysel olarak kanatlilarda hastalik olusturulamamuistir.
Postmortem olarak bursal atrofinin olugmasi hastalikta infeksiy6z bursal hastalik
virusunun (IBDV) hindi rhinotracheitis infeksiyonunda rol oynayabilecegini

diistindiirmiistiir. Hindilere zayiflatilmig IBDV virusu deneysel olarak inokule



edildiginde klinik olarak hastalik ya da lezyonlarin gelismedigi bildirilmistir (Collins ve
Gough, 1988).

Bordetellozis hindilerde B. avium tarafindan ya tek basina ya da diger solunum
yolu patojenleriyle birlikte diger gevresel stresler bulundugunda olusturulur. Simmons
ve ark. (1979), Amerika’da hastaligin kiiciik Gram negatif basil tarafindan meydana
getirildigini deneysel bir calisma ile tespit etmislerdir. Bakteri A. faecalis olarak
identifiye edilmis ve iire hidrolizi hari¢ diger Ozellikleri bakimindan B.

bronchiseptica 'ya benzer oldugu belirlenmistir (Simmons ve ark., 1986).

B. avium hareketli bir mikroorganizmadir; 25 °C’de, 37 °C’den daha fazla
flagella olusturur. Flagellali ve flagellasiz mutantlarin viriilensleri aynidir (Pardue ve
Luginbuhl, 1998). Zenginlestirimis buyyonda B. avium un gelismesi sonucu flamentli
formlar1 da goriiliir (Cook ve ark., 1991). Leyh ve Griffith (1992) sadece B. avium’un
tireyebildigi 0zel bir besiyeri gelistirmislerdir. Etken koyun kanli agar, Brain Heart
Infusion Agar (BHIA), MacConkey agar, Bordet Gengou, Trypticase soy agar gibi
birgok kati besiyerinde iireyebilir. Zenginlestirilmis buyyonda {iremesi sonucu
filamentdz formlar gozlenir (Akeila ve Saif, 1988; Blackall ve ark., 1995; Jackwood ve
Saif, 1985; Skeels ve Arp, 1998). B. avium modifiye pepton agarda Alcaligenes ve
Pseudomonas tiirleri gibi besiyerinin rengini maviye doniistiirerek iirer. Modifiye
selektif besiyerinin kullanilmasi1 Pasteurella multocida ve B. bronchiseptica
bakterilerinin gelismesini sinirlandirip, diger respiratorik bakterilerin gelismesini
engelleyerek B. avium tiirlerinin ¢ok iyi liremesini saglar. B. avium MacConkey agarda
48 saatlik inkubasyondan sonra parlak, toplu igne bas1 biiyiikliigiinde iki ¢esit koloni
olusturarak iirer. Birincisi konveks, kenarlar1 diizglin, parlak Smooth (S) koloniler,
ikincisi girintili ¢ikintili, bazen diiz bazen de piiriizlii yiizeyli Rough (R) koloniler.
Genellikle S koloni meydana getiren etken; stilfit indol motilite agarda hareketli iken, R
koloni meydana getiren izolatlarin flagellalar1 oldugu halde harekatsizdirler, bunun
nedeninin yapisal bozukluktan ziyade bir fonksiyon bozuklugu oldugu bildirilmistir.
Kanli agarda yapilan ekimlerde R ve S koloniler tipik olarak goriilebilir. Bazen
intermedier tipte koloniler meydana gelebilir. Laktozu fermente eden bircok

kontaminant siklikla B. avium 'u maskeleyen biiylik mukoid koloniler olustururlarsa da,



B. avium kiigiik kolonileri daha seyrek ekim hatlarinin olusturulmasiyla fark
edilebilmektedir. Inkubasyon siiresi 48 saate kadar uzatildiginda merkezi kahverengimsi
B. avium kolonileri daha kolay tespit edilir. Infeksiyonun erken dénemlerinde trakeadan
saf kiiltiirler elde edilebilir fakat sonraki donemlerde etken ile birlikte E. coli ve diger

firsatc1 bakteriler de izole edilebilir (Quinn ve ark., 1994; Skeeles ve Arp, 1998).

B. avium’un R ve S koloni meydana getiren tiim izolatlariin kapsiil
yapilarinda herhangi bir farklilik yoktur. B. avium’un ¢ok ince bir kapsiil yapisinin
olmasi nedeni ile bazi aragtirmacilar etkenin kapsiiliiniin olmadigini bile savunmusturlar
(Jackwood ve ark., 1995). Ayni ¢alismada arastirmacilar sadece S tipli koloni meydana
getirerek iireyen suslarin inokule edildigi hindi palazlarinda hastalik olusturdugunu ve
etkene karst da 10. gilinden itibaren belli bir seviyede aglutine edici antikorlar
sekillendigini bildirmislerdir. R tipi koloni meydana getirerek iireyen suslarin ise
hastalik olusturmadiklar1 gibi 21. giine kadar herhangi bir antikor yanitina da neden

olmamuislardir.

Stipheli B. avium izolatlarina iireaz test medium ve kanli agar veya BHIA
kullanilarak hemaglutinasyon testleri yapilir. B. avium 'un negatif iireaz reaksiyonunun
ayriminda iireaz pozitif olan B. bronchiseptica kullanilir. B. avium identifikasyonu i¢in
en onemli kriterler, trakeal orneklerden yapilan ekimlerde selektif besiyerindeki tipik
kolonilerin goriilmesi, etkenin iireaz negatif reaksiyonu ve kobay eritrositlerinin

aglutinasyonudur (Quinn ve ark., 1994).

Koloni morfolojilerinin stabilitesi iizerine yapilan c¢aligmalarda 37 °C’de
inkube edilen ve 48 saatte bir pasajlart yapilan suslarin besinci pasaja kadar koloni
morfolojilerinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Bununla birlikte +4 °C’de agar
lizerinde saklanan B. avium suslarinin koloni morfolojilerinde meydana gelen
degisiklikler ise reversibildir. B. pertussis ve B. bronchiseptica kiiltiirlerinin 48 saatte
bir yapilan pasajlarinda faz degisikligine bagli olarak koloni morfolojilerinde degisiklik
meydana gelmektedir. B. avium’un bozulmamasi i¢in 24 saat i¢inde % 50 gliserin
katilarak hazirlanan besiyerinde -70 °C’de veya sivi nitrojende saklanmasi

gerekmektedir (Hopkins ve ark., 1990; Gentry-Weeks ve ark., 1991).



B. avium dezenfektanlara kars1 oldukg¢a duyarhdir. B. avium’un disiik sicaklik,
diisiik nem ve ndtr pH’da canli kalma siiresi artmaktadir (Burke ve Jensen, 1980; Leyh
ve Qriffith, 1992). Hindi kiimeslerinden toz veya digki gibi materyallerle taginabilen,
10 °C ve % 32-58 nem oraninda 25-33 giin canli kalabilen mikroorganizimanin 40°C’de
ayni nemde 2 giinden az, hi¢ islem gormeyen altlikta en az altt ay canli kaldig
bildirilmistir (Barbour ve ark., 1991). Brain Hearth Infusion Broth (BHIB)’da 45 °C’de
24 saatte olir. 10 °C’de daha uzun siire canli kalabilir (Arp ve Helwing, 1988).
Temizlenmemis ortamin metil bromid ile fumigasyonuyla hastaligin giinliik duyarl

civcivlere bulagsmasi etkili bir sekilde durdurulur (Savelkoul ve ark., 1993).

B. avium suslarmin bircogu in vitro olarak antibiyotiklerin ¢oguna duyarl
olmasina ragmen 5 plasmid halkali, 16-51,5 kb biiyikligiindeki bazi suslari
streptomisin, siilfanamidler ve tetrasiklinlere duyarsizdirlar. B. avium suslarinin in vitro
olarak oksitetrasiklinlere duyarli oldugu bildirilmis; ancak yapilan ¢alismalar, B. avium
ile infekte hindilerin tedavisinde oksitetrasiklinin parenteral veya aerosol yolla
uygulanmasinin in vitro olarak oksitetrasikline duyarli B. avium suglarinda bile ya
bakteri sayisinda gecici azalmaya neden oldugunu ya da hi¢ bir etki olusturmadigini

gostermistir (Yashpal ve ark., 2004).

B. avium’ un antijenik yapisinin ortaya konulmasi igin agar jel presipitasyon
(AGP), aglutinasyon ve Western immunoblotting yontemleri kullanilmistir (Arp ve ark,
1993; Goldman, 1986; Jackwood ve ark., 1991). Elde edilen sonuclar c¢esitli
kaynaklardan izole elden biitiin B. avium izolatlarinin antijenik olarak cok yakin
oldugunu gostermistir (Jackwood ve ark., 1986). Kersters ve ark. (1984), tavsanlardan
elde edilmis antiserum kullanarak B. avium suslarindan 3 tanesi arasinda kros reaksiyon

olusturan 6 farkl yiizey antijeni identifiye etmislerdir.

Helwing ve Arp (1990), B. avium’da biiylikliigl yaklasik 14-116 kD arasinda
degisen sekiz dis membran proteininin bulundugunu tespit etmislerdir. Leyh ve Griffith
(1992), sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezis (SDS-PAGE) kullanarak

50 virulent B. avium izolatinin dis membran profillerini arastirdiklar1 ¢alismada 21 ve



37 kD biiytikliigiinde iki biiyiik ve 11 kii¢iik proteinlerinden en az 13 tane oldugunu
bildirmislerdir. B. aviumun, B. avium benzeri ve B. bronchiseptica bakterilerinden
farkli elektroforezis profiline sahip oldugu goriilmiistiir. Varley ve Carter (1992),
1980’lerin baslarinda Ingiltere’de hindilerden elde edilmis yedi Bordotella izolatin
SDS-PAGE kullanarak bilinen B. avium, B. bronchiseptica ve A. faecalis suslari ile
karsilastirilmislar, etkenlerin tiim elektroforetik yapilarinin B. avium ve A. faecalis
suslariyla benzer olduklarim tespit etmislerdir Bu durum, yontemin B. avium ile diger
Bordetella tiirleri arasindaki ayrimda yararli; ancak, A. faecalis ile ayriminda faydali

olmadigini géstermistir.

B. avium ile ilgili virulens faktorlerinin ¢ogu belirlenmistir. B. avium’un
virulens faktorleri toksinler (termolabil, termostabil, trakeal sitotoksin, dermonekrotik
toksin), hemaglutinin 6zelligi, piluslar ve flagella seklinde siniflandirilabilir (Gentry-

Weeks ve ark., 1993).

B. avium’un biitiin Bordetella’larda bulunan iki virulens faktorii olan
dermonekrotik toksin ve trakeal sitotoksini tirettigi tespit edilmistir. Termolabil toksin
hindi palazlarina intraperitoneal verildiginde toksik etki goOstermesine ragmen,
intranasal verildiginde toksik etki gostermemistir. Termolabil toksinin hindi trakeal
organ kiiltlirlinlin metabolizma ve morfolojisi lizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 da
ortaya konulmustur (Blackall ve Doheny, 1987, MacCorkle ve ark., 1985, Sander,
2005). B. avium ve diger Bordetella tiirleri solunum yolu epitelindeki silialara
yapisabilme 6zelligindedir. B. avium’un molekiillere veya ylizey yapilarina adhezyon
yeteneginin oldugu, bunda hemaglutinin ve fimbrialarin rol oynadigi bildirilmistir. B.
avium i¢in fimbrialarin adheziv faktor oldugu diisiiniilse de ayni fimbrialarin B. avium
benzeri bakterilerde de bulundugu saptanmistir (Houghten ve ark., 1987). Kobay
eritrositleriyle aglutinasyon virulensle parelellik gostermektedir (Jackwood ve Saif,
1985).

B. avium’un tim suslarinda pilus vardir. Pilus iiretiminin en iyi oldugu
besiyerleri Trypticase Soy Broth ve % 2 peptonlu agardir. Etkenin inkube edildigi 1sinin
pilus sentezlenmesi iizerine etkisi vardir. 37 °C ve 42 °C’lerdeki pilus sentezi ayni

diizeyde oldugu halde 18 °C’de inkube edilenlerde bu seviye ¢ok diisiiktiir. B. avium’



dan saf olarak elde edilen piluslarin, patojen B. avium suslarinin 6nemli bir karekteri
olan kobay eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Ayn1
zamanda piluslara karsi elde edilen antiserumun da B. avium’un hemaglutinasyon

yetenegini bloke etmedigi ortaya konulmustur (Jackwood ve Saif, 1987).

Cesitli lokal etkiler B. avium’ un toksinleri tarafindan meydana getirilmektedir.
B. avium’un hindi trakeal organ kiiltliriinde sitotoksik ve siliostatik etkisi bir¢cok
arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Gentry-Weeks ve ark., 1993; Rimler, 1985).
Rimler (1985), genc¢ hindileri ve fareleri 6ldiirebilen termolabil toksin oldugunu tespit
etmistir. Bu toksinin hindi ve kobaylarda intradermal olarak verilmesinden sonra deride
hemorajik ve nekrotik lezyonlar olusturdugu, benzer lezyonlarin intraperitoneal
injeksiyonundan sonra hindilerin pankreas ve karacigerinde de goriildiigii bildirilmistir
(Neighbor ve ark., 1991). Yapilan g¢alismalarda, B. avium’un termolabil toksin ile
fiziksel, antijenik ve biyolojik 6zellikleri karsilagtirilan dermonekrotik toksin de iirettigi
bildirilmistir; ancak, bunun hindilerdeki bordotellozisin patogenezisindeki rolii heniiz
saptanamamustir. (Gentry-Weeks ve ark., 1988). Gentry-Weeks ve ark. (1993), nikotinik
asit ve MgSO, eklenmis besiyerinde gelisen B. avium 'un dermonekrotik toksin ve dort
dis membran proteininin olmadigini tespit etmislerdir. Bu varyantlar farkli koloni
morfolojisine sahiptirler fakat kobay eritrositlerini aglutine etme yetenegindedirler.

Duyarli hindilere pasajlanmasiyla bu varyantlar saha tipine dontigmiisglerdir.

B. aviumun lokal mukozal yaralanmalar yapan diger bir toksini olan trakeal
sitotoksin (TCT) Gentry-Week ve ark. (1988) tarafindan elde edilmistir. B. avium
tarafindan iretilen kimyasal olarak B. pertussis’in TCT’si ile aym1 olan TCT, epitel
hiicrelerindeki silialara hasar vererek epitelin kaybolmasina ve mukusun azalmasina

neden olur (Goldman, 1986).

Simmons ve ark. (1986), B. avium un intraperitonal olarak inokule edildiginde
farelerde diyare ve Gliime sebep olabilen; ancak, kanatlilarda bu etkisine ait bir kanit

bulunmayan termostabil bir toksin bulundugunu bildirmislerdir.



Diinyada diger hindi yetistirilen bolgelerdeki referans suslarda bulunan fare
letal toksinin Avusturalya’da izole edilen 18 B. avium susunda da bulundugu

goriilmiistiir (Blackall ve Farrah, 1986).

Gentry-Weeks ve ark. (1993), tarafindan 1991 yilinda B. avium’la ilgili bir
osteotoksin bulunmustur. Bu toksinin trakeal yumusama ve kollapsa neden olan

kikirdak lezyonlarina sebep olabilecegi bildirilmektedir.

B. avium suslar1 arasinda patojenite farkliliklar1 bildirilmistir (Panigrahy ve
ark., 1981). Patojenite farkliliklar1 etkenin koloni morfolojisi ve hemaglutinasyon
ozellikleri ile ilgilidir. Bu 6zellikler izolatlarin ¢esitli gruplara ve tiplere ayrilmasina
neden olmustur. B. avium’un molekiiler 6zellikleri ile ilgili devam eden caligmalarda
cesitli ayirict 6zellikleri tespit edilmis, baslangigta grupl ve tipl olarak isimlendirilen
suglar; artik, B. avium olarak isimlendirilmektedirler (Jackwood ve Saif, 1985). Yapilan
calismalar B. avium suslarinin dis membran proteinlerinin elektroforetik yapilarindaki
biiylik orandaki benzerligini ortaya koymustur (Jackwood ve ark., 1986; Van Alstine ve
Hofstad, 1985). B. avium benzeri diger Bordetella tiirleri ve B. avium arasinda bir¢ok
kros reaksiyon antijeni bulunmaktadir (Goldman, 1986). B. avium suslar1 arasindaki
genetik ve molekiiler benzerlige ragmen, toksin iiretimi (Blackall ve Farrah, 1986;
Sander, 2005), trakeal mukozada adhezyon (Arp, 1986; Singer ve ark., 1981), plazmid
proteinleri, antibiyotik duyarliliklar1 (Jackwood ve Saif, 1985), patojeniteleri ve koloni
morfolojileri bakimindan farkliliklar olmasi dikkat ¢ekicidir (Hopkins ve ark., 1990;
Jackwood ve ark., 1986).

Infekte kanathlarla direkt temas eden duyarli kanatlhilarda inkubasyon siiresi
7-10 giindiir (Saeb ve ark., 2002). intranasal veya intraokiiler yolla 10°-107 colony
forming unit (cfu)/ml B. avium inokule edilen giinliik civcilerde inokulasyondan 4-6
giin sonra bordetellozisin klinik semptomlarinin goriilmeye bagladigi bildirilmektedir

(Arp ve Cheville, 1984).

Bordetellozis ¢ok bulasicidir. Yapilan ¢alismalarda hastaliga yakalanip tedavi
edilen hayvanlarda etkenin tekrar kolaylikla izole edilebildigi bildirilmistir. Ciinkii,



cevresel faktorler iyilesmedikge, stres faktorleri ortadan kaldirilmadikea, uygun hijyenik
kosullar saglanmadik¢a infeksiyon stirekli tekrar edebilir (Barnes ve Hofstad, 1977;
Blackall ve Farrah, 1985). Kontamine altlikta 1-6 ay infektif kalabilir. Diger tiirlerden
izole edilen B. avium suslar1 bir giinliik hindiler i¢in patojendir. Deneysel olarak
tavuklarda yapilan ¢alismalarda sekiz B. avium susundan sadece iki tanesinin trakeaya
kolonize oldugu ve hastalik olusturdugu saptanmistir. Daha sonra yapilan bir ¢alisma
ise tavuklardan yapilan izolasyonlarin hem B. avium hem de B. avium benzeri
bakterileri icerdigini gdstermistir. Buna gore B. avium’un hindi ve tavuk suslari
benzerdir, tiirler arasinda kros infeksiyonlar sekillenebilir. Tavuklardaki bordetellozis
hindilere gore daha hafif seyreder. Hindi ve bildircinlar i¢in patojen olan bir susu kobay,
hamster ve farelerde klinik bir hastalik olusturmamistir. Dogal infeksiyonlar 2-6 haftalik
hindilerde sekillenirken daha yasli hindilerde ve damizlik kiimeslerde de hastalik

goriilebilir (Simmons ve ark., 1986).

Hindilerde o6zellikle, 2-6 haftaliklarda siddetli aksirik goriilmesi hastalik i¢in
tipiktir. Daha yash hindilerde ayrica kuru oOksiiriikde olusabilir (Jackwood ve Saif,
1985). Burun delikleri arasindan hafifce bastirildiginda berrak burun akinti goriilebilir.
Hastaligin ilk iki haftasinda burun ve bastaki tiiyler ve kanatlar islanir, yapiskan,
kahverengimsi bir eksudatla kaplanir ve bazi kanatlilarda submaksillar 6dem goriiliir
(Hinz ve ark., 1981a). Infeksiyonu geciren kanatlilarda burun boslugu ve trakeanin iist
kism1 mukoid eksudatla kapandigindan agizdan nefes alma, dispnea ve ses degisikligi
goriiliir. Hastaligin ikinci haftasinda bazi kanatlilarda trakeal yumusama boyun derisinin
palpasyonu ile hissedilebilir. Hareketlerde azalma veya hareketsizlik, yem/su
tiiketiminin diigmesi gibi klinik semptomlar sekillenir. Eger bordetellozis ile birlikte
seyreden bagka infeksiyonlar da mevcut ise kilo almanin durmasi sonrasi kotl siirii
performanst ve gelisme geriligi goriilir (Arp ve ark., 1993). Hastalik belirtileri
hissedilmeye baglandiktan 2-4 hafta sonra sona erer (Suresh ve Arp, 1993).

Bordetellozis hindilerde tipik olarak yiiksek morbidite ve diisiik mortalite ile
karakterizedir. 2-6 haftalik yastaki hindilerde morbidite % 80-100’lere ulasirken,
mortalite degiskendir. B. avium ile infekte olmus damizlik siiriilerinde % 20 morbidite
meydana gelirken, mortalite goriilmez (Jackwood ve ark., 1985). Geng hindilerde B.

avium ile E. coli’nin birlikte izole edildikleri olaylarda mortalitenin % 40’dan fazla



oranda arttig1 bildirilmistir (Blore ve ark., 1991). 2-4 haftalik yastaki hindilerde B.
avium ve E. coli infeksiyonlarmin deneysel olarak olusturuldugu bir ¢alismada E.

coli’nin hava kesesi yangisinin siddetini arttirdig1 goriilmiistiir (Suresh ve ark., 1994).

Cook ve ark. (1991), hindilerde hindi rhinotracheitis virus (TRTV),
pneumovirus, B. avium ve Pasteurella spp. mikroorganizmalarin etkilesimi ile ilgili bir
calisma yapmiglardir. Yalniz TRTV virus uygulandiginda, virusun sadece trachedan
izole edildigini; fakat bakteriyle birlikte verildigi zaman ise virusun invazyon kabiliyeti
olusturdugunu kalp, karaciger, bobrek ve sekal tonsillerden de virus izolasyonu

yapildigini bildirilmislerdir.

Hinz ve ark. (1992), farkli yas grubunda kanathilarin yetistirildigi alt1 farkl
hindi siiriistinde Chlamidia psittaci ile birlikte B. avium salgmlarinin ¢iktigini
bildirmislerdir. Ayrica Klebsiella pneumoniae, E. coli ve P. fluorescens gibi bakterilerle
sekonder bakteriyel infeksiyonlarin olugmasiyla siirtide mortalitenin artarak % 7-20
diizeylerine ulastig1 da bildirilmektedir. Son yillarda solunum sisteminden B. avium ile
birlikte Ornithobacterium rhinotacheale ve Niesseria spp.’nin de izole edildigini

bildiren arastirmalar bulunmaktadir (Saeb ve ark., 2002; Ozbey ve Muz, 2006).

Makroskobik lezyonlar infeksiyonun devam edip etmemesine gore degisiklik
gosterir ve daha ¢ok iist solunum yollarinda goriiliir. Nazal ve trakeal eksudat hastaligin
devami siiresince serdzden, yapiskan ve mukoide kadar degisik ozellikte goriiliir.
Trakeal lezyonlar generalize yumusama, kikirdak halkalarinin distorsiyonu, dorsal-
ventral kompresyon ve fibrinomukoid eksudat goriilmesi hastalik icin tipik
semptomlardir (Arp ve Cheville, 1984). izolasyon yapilan olgularda, larinksin hemen
altindaki dorsal trakeal duvar, lumene dogru asir1 katlanma olusturur. Capraz kesitte,
trakeal halkalarin kalinlastigi, lumeninin kiictildiigi dikkati ¢eker. Mukoid eksudatin
trakeaya yerlesmesiyle siklikla hayvan bogularak oliir. Infeksiyonun ilk iki haftasi
boyunca bas ve boyunda 6dem, nasal ve trakeal mukozada hiperemi goriiliir (Arp ve

Cheville, 1984, Van Alstine ve Arp, 1987).



Histopatolojik olarak silialara yerlesmis bakteriyel koloniler, epitelyumdaki
silialarin kaybolmas1 ve goblet hiicrelerinden mukusun azalmasi infeksiyon igin ayirt
edici Ozelliklerdir (Arp ve Cheville, 1984). Nazal mukozada epitelyum silialarinda
baslayan kolonizasyon, trakeanin asagilarina dogru ilerler ve 7-10 giinde primer
bronglara gelir. Bakteriler spesifik olarak siliaya yapisirlar (Arp ve Fagerland, 1987).
Klinik belirtilerin olugsmasindan bir iki hafta sonra ve silia hiicresi kaybindan once
trakea mukozasinda ¢ok miktarda bakteri kolonisi goriilebilir (Arp ve Cheville, 1984;
Arp ve Fagerland, 1987). Belirtilerin ilk iki haftas1 boyunca trakea epitelindeki silialar
biiylik miktarda kayba ugrayarak yerini siliasiz kiibik epiteller alir. Bu olgunlagsmamis
hiicreler kiiciik mukoz graniillerle birlikte bazofilik sitoplazmaya sahiptir (Arp ve
Cheville, 1984, Van Alstine ve Arp, 1987). Hastaligin ilk {i¢ haftasinda trakea epitelinin
sitoplazmasinda linear eozinofilik inkliizyonlar saptanir (Arp ve Cheville, 1984; Arp ve
Fagerland, 1987). Yapisal olarak bu inkliizyonlar bir membranla c¢evrili paralel
filamentlerden olusan proteinéz kristalleridir (Arp ve Fagerland, 1987; Dillman ve
Simmons; 1977). Hastaligin {iglincli ve dordiincii haftasinda trakeal mukoza epitelinin
yapisinin bozulmasi ile birlikte biikiildigli goriiliir ve iizerinde kivrimli tepecikler
olusur. Hastaligin siddetine bagl olarak klinik bulgularin goriildiigii donemden 4-6
hafta sonra trakea epiteli normale doner. Bu asamada artik B. avium izole edilemez (Arp

ve Fagerland, 1987).

Bordetellozisde tanisal deger tasiyan ayirict mikroskobik lezyonlar silialara
yapisik bakteriyel koloniler, sitoplazmik inkliizyonlar, kistik mukozal bezler ve silial

epitelyumun generalize yikimi seklinde 6zetlenebilir (Simmons ve ark., 1986).

Hastaligin meydana gelmesinde en onemli faktor etkenin iist solum yollari
epitellerinin silialarina kolonize olmasidir. Oronasal mukozanin siliali hiicrelerine
yapisan bakteriler ilerleyerek bir haftada trakeanin iist kisminda ve primer bronslarda
kolonize olurlar burada ¢ogalarak trakea mukozasinda akut yangi, epitelyumlarda silia
kayb1, asir1 mukus salgilanmasina bagli olarak goblet hiicrelerinde mukusun azalmasi ve
trakea halka yapisinda bozulma sonrasinda hapsirma, tiksirma ve burun tikaniklig

meydana getirirler (Simmons ve ark., 1986).



Klinik belirtilerin goriildiigii ilk haftada B. avium’un antijenlerine karsi immun
yanit geligir. Olusan antikorlar B. avium ile etkilesim gosterir, mikroorganizmalarin
hareketlerini yavaslatir ve diger siliali hiicrelere adhezyonu o6nler. Bununla birlikte pek
cok bakteri ortam boyunca kolonize olmus epitelyal hiicrelere yapismis olarak bulunur.
Birkag¢ haftadan sonra bakteriyel populasyon azalir, kolonize olan hiicreler kaybolur ve
yeni formdaki siliali hiicreler bakteri kolonizasyonundan antikorlar tarafindan korunur

(Van Alstine ve Arp, 1987).

Iyilesme donemindeki bazi kanatlilar solunum yollarindaki B. avium’dan
yavasca arinabilir; ancak, bu kanathilar duyarli hayvanlar i¢in infeksiyon kaynagi
olurlar. Mukozal bagisiklik etkenin alinmasindan 4-8 hafta sonra azalir. Duyarh
kanatlhilarda burun akintis1 ve siniislerdeki B. avium populasyonunda ufak bir kalint1
kalsa dahi tekrar klinik infeksiyon geligebilir ya da etken duyarli hayvana bulasabilir
(Van Alstine ve Arp, 1987).

Bordetellozisin tanist klinik bulgular, etkenin solunum yollarinda meydana
getirmis oldugu lezyonlar, {ist solunum yollarindan etken izolasyonu ve serolojik testler
ile konulur (Blackall ve Doheny, 1987). Bunlara ek olarak monoklonal antikorlara
dayali lateks aglutinasyon testi (Suresh ve Arp, 1993), Indirekt Fluoresan Antikor Testi
(IFAT) kullanarak monoklonal antikorlarin tespiti, kapillar gaz kromatografisi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) teknikleri gibi ek tan1 metotlar1 da bulunmaktadir

(Skeeles ve Arp, 1998).

Etkenin izolasyon ve identifikasyonu i¢in bakteriyel kiiltiir ornekleri klinik
olarak hastalik belirtilerini gosteren hindilerin larinks ve trakealarinin orta kismindan
steril sivaplarla alinir. Burun boslugu ve sinuslardan da 6rnek alinabilir, fakat buralarda
bulunan ¢ok miktarda apatojen etkenler B. avium’'un gelismesini baskilayabilir.
Mikroorganizmanin oda sicaklifinda ve daha yiiksek sicakliklarda birkag giin
yasayabildigi ancak 40 °C’de iki giinden sonra canliliklarinin azaldigi bildirilmistir

(Hopkins ve ark., 1990).



Etkenin ilk izolasyonu koyun kanli agarda yapilabilir. Bununla birlikte;
MacConkey, Bordet-Gengau Agar (BGA), Trypticase Soy Blood Agar (TSBA), BHIA
ve diger bircok kati besiyerinde iireyebilirler (Blackall ve Farrah, 1985; Quinn ve ark.,
1994). Ayrica, B. avium izolasyonu i¢in pepton agarin orijinal formiilasyonu modifiye
edilmis ve bdylece etkenin daha iyi iiremesi i¢in 6zel bir besiyerinin gelistirildigi de

bildirilmistir (Skeeles ve Arp, 1998).

Infeksiyonun tanisi i¢in en Onemli nokta primer kiiltiirden B. avium un,
B. avium benzeri mikroorganizmalardan ayirt edilmesidir. Hemaglutinasyon testi
etkenin ayirict tanisinda onemli yer tutar. Hemaglutinasyon testi i¢in kanli agarda
tiretilen koloniler PBS ile siispansiyon haline getirilerek, McFarland tiip no. 4’e gore
ayarlanir ve bunun 25 pl’si ile ayn1 miktarda % 10’luk kobay eritrositi karsilastirilarak
hemaglutinasyon yoniinden degerlendirir. B avium, kobay eritrositlerini aglutine etmesi,
tireaz-negatif Ozellikte olmasi, % 6,5 NaCl broth ve minimal kat1 besiyerlerinde
gelismemesi diger bakterilerden ayirici 6zellikleridir (Blackall ve Doheny, 1987). B.
avium benzeri bakterilerin ise hemaglutinasyon 6zellikleri yoktur, kat1 besiyeri veya %
6,5 NaCl igeren s1vi besiyerlerinde iireme yetenekleri bulunur. Giinliik kanatlilara 24
saatlik B. avium sivi kiiltlirlerinin intranasal inokulasyonundan 3-5 giin sonra duyarh
kanatlilarda burun akintis1 ve klinik hastalik belirtileri goriilebilir. B. avium ile siklikla
karigabilen B. bronchiseptica’da hemaglutinasyon yapabilir, ancak iireaz pozitif olmasi

ile B. avium’dan ayrilabilir (Jackwood ve Saif, 1987).

B. avium ve B. avium benzeri bakterileri birbirinden ayirabilmek igin
ampisiline duyarliliklar1 da arastirilmistir. B. avium ampisiline duyarl, B. avium benzeri
bakteriler ise direnglidir (Blackall ve ark., 1995). Etkenin identifikasyonunda farkli
yontemler de gelistirilmistir. Blackall ve Doheny (1987), alkalizasyon yontemi ve API
20 NE kullanarak etkeni identifiye ettiklerini bildirmislerdir.

Simdiye kadar yurdumuzda hindilerden B. avium’un izole edildigine dair bir
calisma ise bulunmamaktadir. Bununla birlikte Ozbey ve Muz (2006), Elaz1g il’inde
yaptiklar1 calismada 250 pnomonili tavuk akcigerini incelemisler; 3 (% 1,2) tane B.

avium susu izole ettiklerini bildirmislerdir.



B. avium’a kars1 gelisen antikorlarin saptanmasinda en ¢ok kullanilan serolojik
testler ELISA, IFAT ve MAT dir. Blore ve ark. (1991), yaptiklar1 ¢calismada, B. avium
ile yapilan Partikiil Konsantrasyonu Fluoresans Immunoassay (PCFIA) tekniginin

ELISA ile tutarlilik gosterdigini ve bu testi oldukca duyarli bulduklarini bildirmislerdir.

MAT’nin bakteriyel izolasyon ile iyi korelasyon gosterdigi ortaya konmustur.
Hatta solunum sistemi infeksiyonu anamnezine sahip siirlilerde, bazen bakteri
izolasyonu yapilamamasina karsin, B. avium yoniinden serolojik olarak MAT ile teshis
konulabilen vakalar bulunmaktadir. MAT ile tespit edilebilen antikorlar sinifi IgM’dir
(Jackwood ve Saif, 1980).

MAT igin B. avium antijeni elde etmek gii¢ oldugundan bu konu ile ilgili
yapilan bir ¢alismada B. avium’un flamentdz formlar1 elde edilmistir. Zenginlestirilmis
besiyerinin siddetli ¢alkalanmasi ve ayn1 zamanda 37 °C’de inkiibe edilmesi sonucu
flamentéz formda B. avium iredigi goriilmiistiir. R ve S koloni morfolojisine sahip
etkenlerin her ikisinde de flamentéz form elde edilmistir. Flamentdz forma sahip
etkenler de kobay eritrositlerini aglutine etmislerdir. Hareketli, piluslu ve flagellaya
sahip S kolonilerden elde edilen flamentdz form hindi yavrulart icin patojen iken R
kolonilerden elde edilen flamentdz formlarin apatojen oldugu goriilmiistiir (Domingo ve

ark., 1992).

Bordetellozisin tedavisinde igme suyu, injeksiyon ve aerosol yolla
antibiyotikler uygulanarak bir¢ok olguda klinik iyilesme saglanmistir. infekte bir
damizlik siiriiniin tedavisinde 1,8 g tetrasiklin-HCI ve 2 x 10° IU potasyum penicillin-G
(3 giin boyunca, 1 galon igme suyuna) uygulanilmasiyla 24 saat i¢cinde klinik iyilesme
goriildiigii bildirilmistir (Jensen ve Marshall, 1981; Kelly ve ark., 1986). Geng
hindilerin tedavisinde oksitetrasiklin HCI’iin aerosol yolla kullanilmasini izleyen
Newecastle hastalig1 asisinin 6liimleri azalttig1 bildirilmektedir (Ficken, 1983). Bu klinik
deneyimler tedavi i¢in uygulanmakla birlikte, klinik belirtilerin B. avium’dan m1 yoksa
E. coli gibi sekonder patojenlere karsi olan antibakteriyel etkilerden mi kaynaklandigi

heniiz a¢iklik kazanmamaistir (Sander, 2005).



Deneysel olarak infekte edilmis kanatlilarda, parenteral yolla uzun siire etkili
oksitetrasiklin kullanilmasinin B. avium infeksiyonu {iizerinde ©Onemli bir etkisi
bulunmamistir (Simmons ve ark., 1980). Deneysel olarak olusturulan bordetellozisin
tedavisi icin oksitetrasiklin-HCI’nin aerosol yolla uygulanmasi, trakeadaki bakteri
sayisin1 azaltmis ve klinik belirtilerin ve lezyonlarin gelismesini geciktirmistir. Buna
karsin uygulamadan dort giin sonra tedavi edilen ve edilmeyen gruplar arasinda bakteri

say1s1 ve hastalik siddetinin benzer oldugu goriilmiistiir (Van Alstine ve Hofstad, 1985).

Yersin ve ark. (1991), yaptiklar1 bir ¢alismada, B. avium ile infekte olmus
hindilerin igme suyuna 70 mg/l niacin uygulanmasindan sonra silia kaybinda % 40
azalma oldugunu tespit etmiglerdir. Niacin tedavisi ayn1 zamanda klinik belirtileri ve

bakterilerin trakea epiteline kolonize olmalarini azatmis, canli agirhigi arttirmistir.

Minnesota’da hindiler iizerinde yapilan bir ¢alismada izole edilen 35 adet B.
avium susunun amikasine karst duyarli, klindamisin, enrofloksasin ve eritromisine

direncli olduklari bildirilmistir (McBridge ve ark., 1991).

Skeeles ve ark. (1983), uzun siireli tetrasiklin tedavisinin hindi korizas {izerine
etkilerini aragtirmislar ve sonug¢ olarak bu antibiyotigin klinik bulgular ve etkenin
kanathlardaki varligir iizerine etkisi olmadigini belirtmislerdir. Ficken (1983) ise
tetrasiklinin klinik semptomlar1 azalttigini ileri siirmiistiir. Kelly ve ark. (1986),
penisillinttetrasiklin  kombinasyonlar1 ile yaptiklar1 tedavide hastaligin klinik
semptomlarinin hafifledigini ileri stirmiislerdir. Pardue ve Luginbuhl (1998), et¢i beyaz
hindilerin birinci giinden itibaren igme sularina oksihalojen eklenmesinin B. avium
infeksiyonunun klinik belirtilerini, trakeal epitelyumda meydana getirdigi hasari

azalttigin1 bulmuslardir.

Deneysel olarak infekte edilen hindi palazlarinin serum ve mukoza
sekresyonlarinda B. avium’a karst meydana gelen antikor seviyeleri Ol¢iilmiis,
calismada iki giinliik hindi palazlarma B. avium verilmistir. Kontrol grubunda IgG

tipindeki maternal antikor seviyesinin 3. haftada eski seviyesinin altina indigi



belirlenmistir. Caligma grubunda B. avium’a karst meydana gelen antikorlarin (IgG,
IgA, 1gM) serum, trakeal ¢alkant1 ve gézyasi salgisindaki seviyeleri olgtilmiistiir. Tiim
orneklerdeki antikor seviyeleri 4-6. haftalarda en yiliksek seviyeye ulasirken, 6-8.
haftadan itibaren seviyeleri hizla azalmaya baslamistir. Genel olarak once (4-5.
haftalarda) IgM ve IgA seviyeleri pik yapmustir fakat IgG seviyesinden daha Once
seviyeleri diigmiistiir. Trakeaya kolonize olan bakteri sayisi hindi palazlar1 infekte
edildikten 2-3 hafta sonra pik yapmustir, 4-8. haftalarda azalmistir. Dogrudan bir iliski
saptanamamasina karsin sonuglar serum, trakeal ¢alkanti ve gdzyas: salgisinda artan
antikor seviyelerinin B. avium’un trakeadan kaybolmasi ile iliskili oldugunu

gostermistir (Suresh ve ark., 1994).

Hindi palazlarinda olusturulan deneysel infeksiyonlardan yaklagik iki hafta
sonra MAT ile tespit edilen antikor seviyesinin 3-4. haftalarda pik yaptig1 belirlenmistir.
Serum antikor titresindeki artig trakeadaki bakteri sayisinda azalma ve klinik olarak
hastaligin ortadan kalkmasi ile orantili bulunmustur. B. avium ile infekte edilen hindi
palazlarinin trakeal sekresyonlar1 B. avium’un trakea mukozasina yapigsmasini inhibe

etmektedir (Suresh ve ark., 1994).

B. avium direkt temas, su, yem ve altlikla bulasabilen olduk¢a bulasict bir
hastalik etkenidir. Hastaliktan ari siiriilerin olusturulmasi i¢in tedbirler biyogiivenlik
Onlemlerinin iyi bir sekilde yerine getirilmesi ve kontamine isletmelerden bakterinin
eradikasyonu i¢in hijyen prosediirlerinin uygulanmasidir. Althgin kaldirilmasi biitiin
ylizeylerin iyice yikanmasi, suluk sistemlerinin ve yemliklerin dezenfeksiyonu,
dezenfektan kullanimindan sonra formaldehit fumigasyonu veya biitiin yiizeylere
formaldehit soliisyonunun uygulanmast gibi minimum hijyen prosediirlerinin
uygulanmasi1 kontaminasyonun Onlenmesi i¢in uyulmasi gereken kurallardir. B. avium
bir yerden diger yerlere kolaylikla tasmabilir. Bu nedenle dezenfektanli ayak hijyen
bariyeri, temiz is kiyafetleri, gerekirse farkli kiimesler ve bolgeler arasindaki ziyaretler
oncesinde dus alinmasi gerekmektedir. Bordetellozisin siddeti kotii ¢evre faktorleri
nedeniyle artacagindan sicaklik, nem ve hava kalitesinin optimize edilmesi i¢in gereken

diizenlemeler yapilmalidir (Cimiotti ve ark., 1982; Mortensen ve ark., 1989).



Bordetella asist 0-3 haftalik hindilerde B. avium antijenlerine yeterli lokal
immun yanit saglayamamasindan dolay1 etkisiz olurken; 3 haftadan biiylik olan
hindilerde hastalik ¢ikisini 6nledigi icin kullanilmasinin faydali oldugu bildirilmistir

(Hinz ve ark., 1981b; Houghten ve ark., 1987).

B. avium’un pilusundan ve bakterinin tiimiinden asilar gelistirilmis; bununla
ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Hazirlanan asilar 1 veya 2 kez hindi palazlarina deri alti
yolla verilmis ve asilamay1 takiben 5. glinde hayvanlar intranasal olarak B. avium ile
infekte edilmislerdir. Sonu¢ olarak, asilanan hayvanlarda klinik tablonun ¢ok hafif
oldugu goriilmiistiir. Yine her iki gruptaki hindilerin sinuslarindan etken izolasyonuna
gidilmis; asis1z grupta ¢ok daha fazla hayvanin sinuslarindan etken izole edilirken; asili

grupta ¢ok az sayida hayvanin sinusundan etken izole edilmistir (Akeila ve Saif, 1988).

Bordetellozisten korunmak i¢in yurt disinda hindilerde B. avium un canl, 1s1ya
duyarli mutanti (ART-Vax TM, American Scientific Laboratories, Madison, WI) ve
hiicre bakterini (ADJUVAC-ART, Sanofi Animal Health, Inc., Overlands Park, KS)
kullanilarak hazirlanan ticari asilari kullanilmaktadir. Canli agi Kuzey Carolina’dan
izole edillmis olan virulent B. avium susunun mutasyona ugramis seklidir. Yapilan
calismalar bu mutantinin nasal mukozada kolonize oldugunu ve orta diizeyde serum
antikorlart olusturdugunu gostermistir (Burke ve Jensen, 1981). Utah’ta bu asinin
kullanilmastyla tam bir koruma saglandigi bildirilmistir (Hofstad ve Jeska, 1985;
Houghten ve ark., 1987).

Yapilan baska bir as1 denemesi ¢alismasinda hazirlanan as1 hindilere 1 ml
dozunda, subkutan uygulanmis; hindi serumlarinda ve yumurta sarilarinda antikor
titrelerine ELISA ile bakilmistir. Sonug¢ olarak, hindilerde ve bunlara ait yumurta
sarilarinda koruyucu diizeyde antikor titresi tesbit edilmistir. Ayn1 zamanda bu hindilere
ait yumurtalardan elde edilen palazlarda maternal antikorlarin varligi ELISA ile basarili
bir sekilde ortaya kondugu, bu palazlara 1-7 giinliikk donemde verilen patojen B. avium
susunun hastalik meydana getirmedigi bildirilmistir. Ancak, 14. giinden itibaren patojen
etken verilen palazlarda hafif bordetellozis semptomlar1 goriildiigii bildirilmistir

(Neighbor ve ark.,1991).



Houghten ve ark. (1987), yaptiklar1 ¢aligmada, 1siya duyarli mutant asinin
firmanin 6nerdigi (g6ze damlatma/oral asilama) yontem ile sprey uygulama metodlarini
karsilagtirmislardir. Bir grup hindiyi sprey yontemi ile 2. ve 14. glinde olmak tizere iki
kez asilarken; diger grubu ise, 2. giin goze damlatma ve 14. giin oral yolla asilama
seklinde asiy1 uygulamiglardir. Sprey/sprey ve goze damlatma/oral asilama metodlari,
trakeal lezyonlarin siddetini azaltmada aym etkiyi goOstermis, fakat virus

epriivasyonunda infeksiyonun ¢ikisini 6nleyememistir.

Yapilan ¢alismalar  damizhik tavuklarin  asilanmasinin  yavrularda
bordetellozisin 6nlenmesinde faydali olacagini ortaya koymustur (Arp ve Helwing,
1988; Hiz ve ark., 1983). Damizlik tavuklarin 1s1 (Eden ve ark., 1984) veya formalinle
inaktive edilmis (Barnes ve Hofstad, 1983) adjuvanlanmig bakterinli asilarla
asilanmasinin, bakteriye maruz kalan kanathilarda infeksiyonun klinik belirtilerinin
siddetini ve hastaligin ¢ikis zamanini geciktirdigi tesbit edilmistir. Konvalesent serum
(nekahat donemindeki hayvanlarin serumlari) ile 3 haftalik kanatlilarin immunizasyonu
B. avium’un trakeal mukozaya yapismasini doza ve zamana bagli olarak azaltmaktadir

(Arp ve Helwing, 1988).

Yapilan baska bir calismada genel olarak kuluckadan yeni ¢ikmis civcivlerde
gecici bagisiklik saglayan IgG sinifi maternal antikorlar olusturulmas: dnerilmektedir.
Ayrica civcivlerin purifiye pilus preparatlari ve adjuvantli bakterinlerlerle asilanmasinin
B. avium kolonizasyonunda ve klinik hastalifa karsi 6nemli bir koruma sagladigi

vurgulanmaktadir (Akeila ve Saif, 1988).

Jackwood ve Saif (1987), B. avium ve B. avium benzeri bakterilerin antijenik
yakinliklar1 oldugundan, B. avium’a kars1 gelisen bagisikligin patojenik olmayan B.

avium benzeri bakterilere kars1 da gelistigini bildirilmislerdir.

Hindilerde B. avium infeksiyonunda humoral immun yanit gelisir (Arp ve
McDonald, 1985; Jackwood ve Saif, 1987; Suresh ve ark., 1994). Serum antikorlar

deneysel inokulasyondan 2 hafta sonra goriiliir, 3-4 hafta sonra pik seviyeye ulasir (Arp



ve McDonald, 1985; Jackwood ve Saif, 1987). Pik antikor titresini bir hafta iginde
klinik hastalik belirtilerinin olugsmas1 ve trakeadaki bakteri yogunlugunun azalmasi izler
(Arp ve Brooks; 1986). Humoral immunite infeksiyonun iyilesmesi ve onlenmesinde
onemli bir role sahiptir ve maternal bagisiklik bunun kanitidir (Barbour ve ark., 1991;
Hinz ve ark., 1983). Simmons ve ark. (1980), infeksiyon sirasinda lenfosit blastogenezis
supresyonu ve timik lezyonlar olustugundan B. avium 'un immunsupressif etkisinin
olabilecegini bildirilmislerdir. Her ne kadar testler hiicresel immunitede sekillenen
defektler acisindan herhangi bir kanit ortaya koymasa da B. avium ile meydana gelen
infeksiyon P. multocida ve hemorajik enteritis asilartyla olusturulan immuniteyi
etkilemektedir. B. avium ile infekte hindilerin beyin ve lenfoid dokularinda azalmis
monoamin konsantrasyonlar1 ve artmis serum kortikosteron diizeyi bildirilmistir. Bu tip
hormonel degisiklikler sadece bordetellozise 06zgli olmasa da sahada gozlenen

immunosupresyonun acgiklanmasina yardimci olmaktadir (Lister ve Alexander, 1986).



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3. 1. 1. Saha Serum Ornekleri

Bu caligmanin materyalini Izmir II’i ve ¢evresinde bulunan, solunum sistemi
problemi gosteren, degisik yas gruplarindaki (45-120. giinler arasi), beyaz BIG 6 1rk1 63
kiimesten ve 900 adet ticari hindiden almman kan oOrnekleri olusturmaktadir. Alinan

kanlardan ¢ikarilan serumlar testler yapilincaya kadar — 20 °C’de saklanmustir.

3. 1. 2. Standart Sus

Dr. Y.M. Saif’den (Food Animal Health Research Program Wooster, Ohio
A.B.D.) temin edilmistir.

3. 1. 3. Deney Hayvanlan

Standart B. avium susundan hiperimmunserum hazirlamak amaciyla Koy-Tiir

A.S.’den 5 adet bir giinliik civciv temin edildi.

3. 1. 4. Kontrol Serumlari

Negatif kontrol serumu Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden
temin edilmistir. Pozitif kontrol serum (hiperimmunserum) hazirlanmasinda Hafez ve
Sting’in (1999) O. rhinotracheale antiserumu hazirlamak i¢in bildirdikleri yontemin bir

modifikasyonu kullanilmistir.



3. 1. 5. Besiyerleri

Standart sus kullanilarak MAT ve LAT antijenlerinin hazirlanmasinda % 7

koyun kanli BHIA (Difco) ve BHIB (Difco) kullanilmistir.

3. 1. 6. Rose Bengal Boyasi

MAT ve LAT’nde reaksiyonun daha iyi goriilebilmesi amaci ile hazirlanan
antijenlerin renklendirilmesi amaci ile kullanildi. Antijenlerin her 100 ml’sine 1/100’

liik boya solusyonundan 1 ml katildi.

3. 1. 7. Fosftat Buffer Saline (PBS)

MAT antijeninin hazirlanmasinda kullanildi.

NaCl..o.oooviiiiiiiiin 8g
KHoPOy.vooiiii 02¢g
Na,HPO4+12H,0.............. 29¢g
KCLoo 02¢g
Distile stl.......ocovveiininnn... 1000 ml
PH. o 7,2

Karisim 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi (Becker ve ark., 1968) .

3. 1. 8. Ticari ELISA Kiti

SYNBIOTICS (KPL, Maryland, USA) marka ticari B. avium ELISA kiti

kullanildi. Test islemi iiretici firmanin dnerdigi sekilde gerceklestirildi.



3. 2. Metot

3. 2. 1. Hiperimmunserum Hazirlanmasi

Hafez ve Sting’in (1999) O. rhinotracheale antiserumu hazirlamak igin
bildirdikleri yontemin bir modifikasyonu kullanildi. Bunun i¢in Koy-Tiir AS.’den bes
adet 1 giinliik Ross 308 broyler civciv temin edildi. Hayvanlar 30 giinliik olduklari
zaman ilk injeksiyonlar1 yapildi. Injeksiyondan énce kanlari alinip, ELISA ile B. avium
yoniinden antikor tastyip tasimadiklarina bakildi. Denemede kullanilan tiim hayvanlarin
B. avium antikorlar1 yoniinden negatif olduklar1 goriildiikten sonra ilk injeksiyon islemi
i¢in standart B. avium susu 48 saat BHIB’da aerobik kosullarda iiretildi. Kanli BHIAda
total canli bakteri saymm1 yapild: ve hazirlanan canli bakteri hiicreleri 10° cfu/ml/kanatl
olacak sekilde kanatlilara baslangicta toplam 0,5 ml goz-buruna damlatma ve gogiis
kasina batirma yontemleri kullanilarak verildi. Hayvanlara on dort giin ara ile aymi
yontem ve strastyla toplam 1 ml ve 1,5 ml hazirlanan antijen, iki kez daha verildi. Her
injeksiyondan once ve injeksiyondan sonra kanlar1 alind1 ve tiglincii injeksiyondan 14
giin sonra (hayvanlar 72 giinliikk olduklar1 zaman) tavuklar dldiiriilerek tiim kanlari
alinip serumlar1 ayrildi, bu serumlar serolojik testlerde pozitif kontrol serum

(hiperimmun serum, antiserum) olarak kullanildi. Tiim serumlar testler yapilincaya

kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.2. LAT Antijeninin Hazirlanmasi

B. avium LAT antijenin hazirlanmasi icin Back ve ark.’min (1998) O.
rhinotracheale lam aglutinasyon test antijeni hazirlamak i¢in bildirdikleri yontem
kullanildi. Bunun i¢in standart B. avium susu koyun kanli BHIA’da 48 saat iiretildi.
Sekillenen koloniler bu siirenin sonunda distile su ile toplandi. Bu siispansiyon 3 saat 37
°C’de aerobik kosullarda bekletilerek igerisindeki son konsantrasyon % 0,8 olacak
sekilde % 37’lik formalin’den 2,1 ml ilave edildi ve bdylece inaktivasyon islemi

gerceklestirildi. Daha sonra siispaniyon 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten



sonra tist siv1 dokiildii ve pelet ayn1 miktarda distile su ile yeniden sulandirildi. LAT
i¢in optimum hiicre konsatrasyonunun belirlenebilmesi amaci ile hazirlanan antijenin iki
katli sulandirmalar1 yapildi ve bu sulandirmalar daha once hazirlanan B. avium
antiserumu  (pozitif serum) ile karsilagtirildi. Bilinen pozitif serum ile belirgin
aglutinasyon veren; ancak, negatif kontrol serumu ile reaksiyon vermeyen en yliksek
antijen dilusyonu lam aglutinasyon test antijeni olarak kullanildi. Antijenin her 100
ml’sine 1/100 oraninda dilue edilen Rose Bengal boyasindan 1 ml konularak olusan

reaksiyonlarin gozle daha net bir sekilde takip edilmesi saglandi.

3.2. 3. MAT Antijeninin Hazirlanmasi

B. avium MAT antijenin hazirlanmasi i¢in Burns ve ark.’nin (1993) B.
bronchiseptica MAT antijeni hazirlamak i¢in bildirdikleri yontemin bir modifikasyonu
kullanildi. Bunun i¢in B. avium standart susu BHIA’da 37°C’de 48 saat {iretildikten
sonra hiicreler PBS (pH: 7,2) ile toplandi. Son konsantrasyonu % 0,25 olacak sekilde
formalin ilave edilerek inaktivasyon i¢in 37 °C’de bir gece bekletildi. Bu siispansiyon
PBS ile 465 nm’de 1,2 OD olacak sekilde dilue edildi. Antijenin her 100 ml.’sine 1/100
oraninda dilue edilen Rose Bengal boyasindan 1 ml konularak olusan reaksiyonlarin

gozle daha net bir sekilde takip edilmesi saglandi.

3.2.4. LAT’nin Yapihsi

LAT i¢in temiz bir lam tlizerinde 25’er ul LAT antijeni ile ayn1 miktarda pozitif
ve negatif serum Ornekleri karsilastirildi. Pozitif kontrol serumunda iki dakika icerisinde
belirgin bir aglutinasyonun goriilmesi pozitif, negatif kontrol serumunda homojen bir
bulanikligin goriilmesi negatif olarak degerlendirildi. Olusan reaksiyonun siddeti
aglutinasyon oranina gore gozle kuvvetli pozitif (+++), pozitif (++), zayif pozitif (+) ve

negatif (-) seklinde yorumlandi (Back ve ark., 1998).



3.2.5. MAT’nin Yapihsi

Mikroaglutinasyon Testi Burns ve ark.’nin (1993), bildirdikleri yonteme gore
yapildi. Bunun i¢in mikropleytin tiim gozlerine 50 pl PBS konuldu. Daha sonra pleytin
ilk gozlerine 50 pl pozitif, 50 pul negatif oldugu bilinen kontrol serumlar1 ve sonraki
gozlere de yine 50 pl saha serumlari eklendi. Serumlar 1/2°den baslayarak 1. gézden 12.
goze kadar cift katli olarak sulandirildi. Daha sonra tiim gozlere hazirlanmis olan B.
avium MAT antijeninden 50 pl eklendi. Pleyt hafifce elle ¢alkalanarak, 37 °C’de 2 saat
ve daha sonra da +4 °C’de bir gece inkube edildi. Ertesi giin sonuglar gozle
degerlendirildi. Degerlendirme; negatif gozlerde nokta olusurken, pozitif gozlerde ise

aglutinasyon reaksiyonu (dantela) goriilmesi ile yapildi.

3. 2. 6. Ticari B. avium ELISA’in Yapihsi

SYNBIOTICS (KPL, Maryland, USA) marka ticari B. avium ELISA kiti
kullanilarak gergeklestirildi. Test islemi iiretici firmanin Onerdigi sekilde standart

prosediir kullanilarak asagidaki sekilde gergeklestirildi.

Test prosediirti:

1. Test pleytinin tiim bosluklaria 50 pl dilusyon buffer kondu.

2. Al, A3, H11 nolu bosluklara 50 pl 1/50 oraninda sulandirilmis pozitif
kontrol serum kondu.

3. A2, H10, H11 nolu bosluklara 50 pl 1/50 oraninda sulandirilmis negatif
kontrol serum kondu.

4. Pleyt ilizerinde uygun bosluklara (soldan saga dogru, A4 ile H9 bosluklar
arasina) 1/50 oraninda sulandirilmis olan saha serum 6rneklerinden 50 pl kondu. Pleyt
oda 1s1sinda 30 dakika inkiibasyona birakildi.

5. Bosluklar icerindeki sivilar aspire edildikten sonra her bosluk 300 ul yikama

solusyonu ile 3 dakika beklenerek en az ii¢ kez yikandi.



6. Her bosluga 100 pl 1/100 oraninda sulandirilmis olan konjugat (keg¢i anti-
hindi IgG peroksidaz) solusyonu kondu. Pleyt 30 dakika bekletildi.

7. Bosluklar igerindeki sivilar aspire edildikten sonra her bosluk 300 pl yikama
solusyonu ile 3 dakika beklenerek en az ti¢ kez yikandi.

8. Her bosluga 100 pl substrat kondu.

9. Her bosluga 1/5 oraninda sulandirilmis 100 ul stop solusyonu eklendi.

Degerlendirme: Optik dansite (OD) BioTek ELx808 Marka ELISA Reader’da
405 nm’de okundu. Degerlendirme materyallerdeki pozitiflik oranin (Sample to Positive
Ratio: S/P) belirlenmesi ile yapildi. Kit iireticisi firmanin 6nerileri dogrultusunda S/P
oran1 0,303’den (OD=0,263, Grup:1) biiyiik olan serum Orneklerinin alindig1 hindiler

serolojik olarak B. avium antikorlarinin varlig1 yoniinden pozitif olarak kabul edildi.

3. 2. 7. istatistik Analizler

ELISA standart test olarak kabul edildi, tiim testler iki yonlii olarak uygulanda.
ELISA ile MAT ve LAT’leri arasinda seropozitiflik goriilme oranlart McNemar testi
ile; ELISA ve diger testler arasindaki uyum ise Kappa testiyle degerlendirildi (Conover,
1999; Ozdamar, 2001).

Ayrica asagidaki parametreler de belirlendi (Conover, 1999; Ozdamar, 2001):
Sensitivite: a/(a+c);

Spesifite: d/(b+d);

Negatif Prediktif Deger: (PV -): d/(c+d);

Pozitif Prediktif Deger: (PV +): a/(at+b);

Dogruluk: (a+d)/(a+b+c+d).



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4. 1. Bulgular

4. 1. 1. ELISA, LAT, MAT’lerinin Sonuclari

4.1. 1. 1. ELISA Sonuclari

ELISA sonuglarma gore negatif kontrol serumu ile yapilan testte antikor
titresine rastlanmamis olup, hazirlanan hiperimmunserum ile yapilan testte S/P orani=

2,83 (OD: 1,90; Grup: 8) olarak bulundu (Sekil 1).

Incelenen 900 adet saha serumunun 706’s1 (% 78,4) negatif olarak belirlenir
iken; 194’1 (% 21,6) ELISA ile pozitif olarak bulundu. MAT’de en diisiik titre olarak
belirlenen 1/4 ve LAT de zayif pozitif (+) saha serumunun ELISA’da S/P orani: 0,32
(OD: 0,37; Grup: 1); MAT’de en yiiksek titre olarak belirlenen 1/1024 titresine sahip
olan saha serumunun, LAT’de kuvvetli pozitif (+++), ELISA’da S/P oraninin: 5,68
(OD: 2,12; Grup:14) oldugu belirlendi. Incelenen tiim pozitif serumlar dikkate
alindiginda, ticari ELISA ile titre grubu ortalama 7,5 (1-14 arasi) olarak hesapland.

4.1.1.2. LAT’nin Sonuclari

LAT’de negatif kontrol serumu ile yapilan testte antikora rastlanmamis olup,

hazirlanan hiperimmunserum ile yapilan test pozitif (++) olarak belirlendi (Sekil 2).

Incelenen 900 adet saha serumunun 776’s1 (% 86,2) negatif olarak tespit edilir
iken; 124’1 (% 13,8) LAT ile pozitif olarak bulundu. Pozitif olarak belirlenen 124 saha
serumunun 24t kuvvetli pozitif (+++), 70’1 pozitif (++) ve 30’u zayif pozitif (+)

seklinde reaksiyon gosterdi.



4.1.1.3. MAT’nin Sonuglari

MAT sonuglarina gore negatif kontrol serumu ile yapilan testte antikor titresine

rastlanmamis olup, hazirlanan hiperimmunserum ile yapilan testte titre 1/64 olarak

belirlendi (Sekil 3).

Incelenen 900 adet saha serumunun 791°i (% 87,9) negatif olarak belirlenir
iken; 109°u (% 12,1) MAT ile pozitif olarak bulundu. Pozitif olarak belirlenen 109 saha
serumunun 1/4 ile 1/1024 arasinda farkli titrelerde olduklar1 tespit edildi. incelenen tiim

pozitif serumlar dikkate alindiginda, MAT titresi ortalama 1/64 olarak belirlendi.
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Sekil 1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (A1, A3, H11: Pozitif Kontrol Serum,
A2, H10, H12: Negatif Kontrol Serum, A4: Hiperimmun Serum, A5-H9: Saha Serum
Ornekleri)

Sekil 2. Lam Aglutinasyon Testi (solda Hiperimmun Serum, sagda negatif kontrol

serum)



Sekil 3. Mikroaglutinasyon Testi (A: Hiperimmun Serumun; B: Negatif Serumun; C, D,

E,F,G,H: 1,2, 3,4,5, 6 No’lu saha serum 6rneklerinin konuldugu kuyucuklardir)



4. 1. 2. Test Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirmesi

ELISA, LAT ve MAT ile incelenen toplam 900 hindi serumunun 194’ ELISA
ile (% 21,6), 124’1 (% 13,8) LAT ile, 109’u (% 12,1) ise MAT ile seropozitif olarak
bulundu. ELISA, LAT, MAT ne gore hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi Tablo

1’de; ELISA, LAT ve MAT’ne goére hindi serumlarinda B. avium seropozitiflik

oranlarinin dagilimi Sekil 4’de verilmistir.

Tablo 1. ELISA, LAT, MAT’ne gore hindi serumlarinda B. avium

seropozitifligi

TEST Sayi (W/N) Yiizde (%)

ELISA  194/900 21,6
LAT 124/900 13,8
MAT 109/900 12,1

n: Pozitif serum sayisi, N: Incelenen serum sayisi

Sekil 4. ELISA, LAT ve MAT’ne gore hindi serumlarinda B. avium

seropozitiflik oranlarinin dagilimi

25
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Seropozitiflik (%)

@ Seropozitifiik (%)

ELISA

LAT
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MAT




Incelenen hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden LAT i

ELISA’ya gore sensitivitesi ve spesifitesi Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden LAT’ nin

ELISA’e gore sensitivitesi ve spesifitesi

ELISA +, (%) ELISA -, (%) Toplam (%)

LAT +, (%) 86 (9,6) 38 (4,2) 124 (13,8)

LAT -, (%) 108 (12,0) 668 (74,2) 776 (86,2)

Toplam, (%) 194 (21,6) 706 (78,4) 900 (100)

Sensitivite: % 44,3;  Spesifite: % 94,6; (PV -): % 86,1; (PV +): % 69,4,
Dogruluk: % 83,8;  Kappa=0,44; p<0,001

Incelenen 900 hindi serumunun 194°{i (% 21,6) ELISA pozitif, 124°ii (%13,8)
LAT pozitif sonu¢ verdi. Her iki test pozitif 86 (% 9,6), negatif sonu¢ veren 668 (%
74,2), ELISA pozitif LAT negatif 108 (% 12,0), LAT pozitif ELISA negatif 38 (% 4,2)
serum bulunmaktadir. Bu verilere gore, hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi
yoniinden, LAT nin ELISA’ya gore sensitivitesi % 44,3; spesifitesi % 94,6 olarak
hesaplandi. Calismada ELISA testi referans test olarak kabul edildiginde LAT sonuglari
arasindaki farkilik istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0,001). Ayrica bu test ile
ELISA arasinda diisiik derecede bir uyum elde edildi (kappa= % 44).



Incelenen 900 hindi serumunda B. avium seropozitifligi yoniinden MAT mn

ELISA’ya gore sensitivite ve spesifitesi Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden MAT 1n ELISA’

ya gore sensitivite ve spesifitesi

ELISA +, (%) ELISA -, (%) Toplam (%)

MAT +, (%) 78 (8,7) 31(3.4) 109 (12,1)

MAT -, (%) 116 (12,9) 675 (75,0) 791 (87,9)

Toplam, (%) 194 (21,6) 706 (78,4) 900 (100)

Sensitivite: % 40,2  Spesifite: % 95,6;  (PV -): % 85,3; (PV +): %71,5;
Dogruluk: % 83,6; Kappa=0,42; p<0,001

Incelenen 900 serumunun 194°ii (% 21,6) ELISA, 109°u (% 12,1) MAT pozitif
sonug verdi. Her iki test pozitif 78 (% 8,7), her iki test negatif 675 (% 75,0), ELISA
pozitif MAT negatif 116 (% 12,9), ELISA negatif MAT pozitif sonug veren 31 (% 3,4)
serum bulunmaktadir. Bu verilere gore, hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi
yoniinden, MAT testinin ELISA’ya gore sensitivitesi % 40,2, spesifitesi % 95,6 olarak
hesaplanmistir. Calismada ELISA testi referans test olarak kabul edildiginde MAT
sonuglart arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,001). Ayrica

bu test ile ELISA arasinda diisiik derecede bir uyum elde edildi (kappa= % 42).
Incelenen hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden LAT ve
MAT’nin ELISA’ya gore Sensitivite, Spesifite, Negatif Prediktif Deger, Pozitif

Prediktif Deger, Dogruluk ve Kappa degerlerinin toplu sunumu Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Calisma bulgularinin toplu sunumu

TEST  Sensitivite Spesifite (PV-) (PV+) Dogruluk Kappa

(%) (%) (%) (Y0) (Y0) (Y0) P
LAT 44,3 94,6 86,1 69,4 83,8 44,0 0,001
MAT 40,2 95,6 85,3 71,5 83,6 42,0 0,001




4. 2. Tartisma

B. avium, genellikle hindi korizas1 olarak isimlendirilen ‘“Bordetellozis”
hastaliginin etkenidir. Bordetellozis tiksirma, konjunktivitis, gdzyasi salgisinda artis,
istahsizlik, kilo kaybi, depresyon, ses degisikligi, infraorbital sinuslarda sismeler,
solunum giicliigi ve Oliim ile kareterize hindilerin iist solunum sisteminin oldukca
bulasici bir hastaligidir. Bordetellozisin pek ¢ok iilkede ekonomik &nemi olan bir
hastalik oldugu yapilan ¢alismalar ile vurgulanmistir (Andral ve ark., 1985; Glunder ve
ark., 2004; Panigrahy ve ark., 1981; Saif ve ark., 1980; Van Alstine ve Arp, 1987;
Yasphal ve ark., 2004).

Hindi korizasinin tanis1 klinik bulgular, etkenin iist solunum yollarinda yapmis
oldugu lezyonlar, etkenin izolasyonu ve serolojik testler ile konur. Goriilen klinik
semptomlar ile teshise gitmek oldukc¢a giictiir. Kesin teshis icin etkenin izolasyonu ve
bu sonucun serolojik testler ile desteklenmesi gerekir (Lister ve Alexander, 1986;
Simmons ve ark., 1979). Yapilan c¢esitli ¢alismalarda as1 titrelerinin, maternal
antikorlari, hastalik sonrasi olusan antikorlarin tespitinde ELISA (Barbour ve ark.,
1991; Hopkins ve ark., 1990; Synder ve ark., 1983; Tsai ve Saif, 1991; Tirkyilmaz ve
Kaya, 2005) Mikroaglutinasyon Testi (Jackwood ve Saif, 1980; Ocak, 2005) ve Lam
Aglutinasyon Testi (Tiirky1lmaz ve ark., 2006) gibi serolojik testler kullanilmistir.

Ozellikle kanatl hayvanlarda solunum sistemi patojenlerinin kisa siirede teshis
edilmesi ve buna yodnelik tedaviye en kisa siirede baslanmasi hastaliktan ileri gelen
ekonomik kayiplarin Onlenmesi agisindan biiyiilk onem tasimaktadir. B. avium
infeksiyonlar1 6zellikle hindilerde havalarin sogumaya basladigi donemlerde etkili olup,
bliyiik ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Glunder ve ark., 2004;
Panigrahy ve ark., 1981; Saif ve ark., 1980). Bu nedenle, 6zellikle saha kosullarinda
infeksiyonun akut donemlerinin kisa siirede tespit edilmesini saglayacak olan, pratik
olarak kullanilabilecek bir LAT antijenin gelistirilmesi bu c¢aligmanin amaglarindan

birisidir. B. avium’un izolasyonu zaman almaktadir (Blackall ve Farrah, 1985).



Bununla birlikte, yapilan caligmalarda bakteriyel izolasyon ile yiiksek bir
korelasyon sagladig1 bildirilen MAT antijenin hazirlanmas1 ve standardize edilmesi

calismanin bir diger amacidir.

Bordetellozis’in  6zellikle erken donemlerinde laboratuar veya saha
kosullarinda kisa slirede ve ekonomik olarak belirlenmesini saglayacak her caligma
maddi kayiplarin dnlenmesine biiyiik katki saglayacaktir. Bu calisma ile olduk¢a hassas
ancak, pahali bir teshis yontemi olan ELISA ydntemine alternatif olarak infeksiyonun
ozellikle erken donemlerinde IgM antikorlarinin (Diker, 1998) belirlenmesinde LAT ve
MAT nin kullanilmas1 saglanmistir. Boylece, ucuz ve pratik iki alternatif teshis yontemi
infeksiyonun indirekt tanisinda kullanilmistir. Calismada ticari ELISA referans test
olarak kabul edilmis, ELISA ile LAT ve MAT nin duyarliliklarinin karsilagtirilmasi da
yapilmistir.

B. avium’ a kars1 gelisen antikorlarin saptanmasinda en ¢ok kullanilan serolojik
testler ELISA, IFAT ve MAT dir. Son yillarda B. avium antikorlarinin tespit edilmesi
amaciyla oldukea hassas olan ticari ELISA kitleri gelistirilmistir. Bu aragtirmanin amaci
hindi yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Izmir’de hindilerde B. avium
antikorlariin seroprevalensinin belirlenmesi olmamakla birlikte, yapilan serolojik
testler sonucunda yoredeki seroprevalens de ilk kez bu kadar genis kapsamli aragtirma
ile % 21,6 olarak belirlenmis oldu. Yapilan bir ¢calismada, solunum sistemi hastaligi
gecirmis siirlilerden bakteri izole edilememesine ragmen; B. avium antikorlarinin
serolojik olarak saptandigi bildirilmistir (Slavik ve ark., 1981). Hopkins ve ark. (1988)
Arkansas’ta yabani hindilerde ELISA ile % 95 oraninda B. avium antikorlarimi tespit
etmigler, B. avium’un yabani hindiler i¢in de Onemli bir problem olabilecegini
bildirmislerdir. Yurt disinda B. avium antikorlarlarinin ELISA ile belirlendigi pek c¢ok
calisma olmakla birlikte, (Barbour ve ark., 1991; Hopkins ve ark., 1988; Neighbor ve
ark., 1991; Slavik ve ark., 1981); Tiirkiye’de B. avium infeksiyonunun durumunun
belirlenmesine yonelik olarak sinirli sayida ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan ilki
Ocak (2005) tarafindan gergeklestirilmistir. Ocak caligmasinda Tiirkiye’de B. avium
tarafindan olusturulan hindi rhinotracheitis hastalifina karsi sekillenen antikorlarin

tespitinde ilk kez ELISA, IFAT ve MAT testlerini karsilastirarak, hastaligin indirekt



tanisinda serolojik tekniklerin gegerliliklerini aragtirmistir. Hindi ve broyler olmak
tizere toplam 1550 serumun incelendigi bu caligmada ELISA ile % 22,9, MAT ile %
17,3 ve IFAT ile de % 14,0 oraninda seropozitiflik saptandigi bildirilmistir. Boylece,
Tiirkiye’de B. avium antikorlariin indirekt tanisina iligkin ilk veriler bu ¢alisma ile elde
edilmistir. Calismada en ¢ok Izmir II’inden temin edilen serumlarda seropozitiflik tespit
edildigi de belirlenmistir (Ocak, 2005). Yapilan baska bir calismada ise Aydin
yoresinde ilk kez B. avium infeksiyonu yoniinden hindilerin % 29,1’inin seropozitif
oldugu tespit edilmistir (Tirkyilmaz ve Kaya, 2005). Kanath hayvanlarda B. avium
antikorlar1 yoniinden seropozitiflik goriilme orant materyallerin alindigi cografi
bolgenin konumuna, kanathi hayvan hareketlerinin yogunluguna, iklim gibi faktorlere
gore farkliliklar gosterebilir. Nitekim yakin denebilecek bir cografya icerisinde
gergeklestirilmis olan bu ¢alismalarda B. avium yoniinden seropozitiflik oranlar1 asagi

yukari birbirlerine benzer olarak belirlenmistir.

Barbour ve ark. (1991), hindilerin B. avium infeksiyonunun tespitinde ELISA
metodunun sensitivite ve spesifitesini arasgtirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada bu testin
sensitif oldugunu bildirmislerdir. Aragtirmacilar, 6-11 haftalik infekte olmamig hindi
siiriilerinden  topladiklar1 serumlarda seropozitiflik saptayamamiglardir. Ayrica,
ELISA’da B. avium antijenleri ile Newcastle virusu, hemorajik enteritis virusu,
Mycoplasma meleagridis ve E. coli antijenleri arasinda kros reaksiyon goriilmediginden
hatal1 pozitif sonuglar da tespit edilmemistir. Farkli hindi siirlilerinden toplanan serum
ornekleri ELISA ile test edildiginde, B. avium pozitiflik yiizdesinde 6nemli bir farklilik
bildirilmediginden, metodun gecerli oldugu goriilmiistiir. Bu metodun cok spesifik,
hatali pozitif sonu¢ vermeyen, oldukca gecerli, farkli laboratuarlarda kullanilabilen bir

test oldugu bildirilmistir.

Hopkins ve ark. (1988), bir giinliik yastaki kanatlilardaki maternal antikorlari,
deneysel veya dogal olarak infekte olmus hindilerde serum antikorlarin1 (IgG) tespit
edebilen bir ELISA kiti gelistirmisler ve ¢ok sayida serum c¢alisilan laboratuarlar igin

kullanim1 kolay, glivenilir bir metot oldugunu bildirmislerdir.



Bu calismada ELISA referans test olarak kabul edilmistir. ELISA ve MAT
sonuglart karsilastirildiginda, incelenen toplam 900 hindi serumunun 194’ ELISA ile
(% 21,6), 109u (% 12,1) ise MAT ile seropozitif bulunmustur. Bu verilere goére, hindi
serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden, MAT nin ELISA’ya gore sensitivitesi
% 40,2; spesifitesi % 95,6 olarak hesaplanmistir. Calismada ELISA ile MAT sonuglari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,001) ayrica bu test ile
ELISA arasinda diisiik derecede bir uyum elde edilmistir (kappa= % 42). Tsai ve Saif
(1991), yaptiklar1 ¢caligmada biitiin MAT pozitif serumlar1 ELISA ydntemiyle de pozitif
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Fakat MAT nin, maternal ve olusmus antikorlarin
tespitinde ELISA’dan daha az duyarli oldugu da bildirilmistir. Bu ¢alisma ile benzerlik
gosteren bagka bir calismada ELISA ile MAT sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak
onemli farklilik oldugu (P<0,001), ancak iki test arasinda yiiksek derecede uyum (%
83,6) oldugu bildirilmistir (Ocak, 2005). MAT nin temel olarak IgM sinifi antikorlarin,
yani infeksiyonlarin akut donemlerinin belirlenebildigi ve bakteriyel izolasyon ile
olduk¢a uyumlu sonuglar veren bir test oldugu bildirilmektedir (Hopkins ve ark., 1988).
ELISA’da esas olarak IgG’ler tespit edilirken MAT ile IgM’ler tespit edildiginden
(Diker, 1988); MAT ile diger iki testin arasinda diislik korelasyon bulunmasi bu nedenle
siirpriz olmamustir. Primer immum cevapta Oncelikle IgM’ler olustugundan MAT
infeksiyonun akut donemlerinde antikorlart ELISA’dan daha Once tespit etmektedir
(Hopkins ve ark., 1988). Bununla birlikte, inokulasyondan sonra yaklasik olarak ayni
zamanlarda alinan serumlarda hem MAT hem de ELISA ile seropozitifligin belirlendigi
bir ¢alisma da bulunmaktadir (Tsai ve Saif, 1991). Dolayisiyla infeksiyonun indirekt
tanisinda kan serumunun alindigi infeksiyon doneminin onemi biiyiiktiir. Calismada
MAT ve ELISA arasinda diislik derecede bir uyum elde edilmis olmasi ya da testler
karsilastirildiginda farkli sayilarda seropozitiflik elde edilmesinin nedeni bu testlerin
mekanizmalarinin yani testlerde tespit edilen Ig simiflariin farkli olmasi seklinde

aciklanabilir.

Farkli yaslarda ve farkli adjuvantli inaktif B. avium asist kullanilarak immunize
edilmis hindilerde antikor yanitini tespit edebilmek i¢in yapilan baska bir caligmada ise
IgG i¢in ELISA, IgM i¢in ise MAT kullanilmistir (Glunder ve ark., 2004). Hopkins ve

ark. (1990), B. avium’a kars1 serum antikorlarinin saptanmasinda tiim hiicre antijeninin



kullanildig1 bir ELISA gelistirmisler ve elde edilen sonuglarin MAT ile korelasyon
sagladigin1 saptamuglardir. Ancak, arastirmacilar ELISA tekniginin bir giinlik
kanatlilarda maternal antikorlarin saptanmasinda daha duyarli oldugunu da
belirtmislerdir. Asilama yasinin etkisini gérmek i¢in yapilan bir ¢aligmada bes farkl
hindi deneme grubu olusturularak 1, 7, 10, 14 ve 21. giinlerde kanatlilar deri alt1 yolla
inaktif B. avium asistyla asilanmislar ve antikorlar1 ELISA ile ilk kez 28. giinliik yasta
tespit edildigi bildirilmistir. Caligmada antikor titresinin 49. giine kadar devamli olarak
arttig1 da bildirilmistir (Glunder ve ark., 2004). McBride ve ark. (1991), ise yaptiklari
calismada Kaliforniya’daki ticari hindi kiimeslerinin bir mil ¢evresinde yerlesmis
bolgede bulunan kanathilardan alman kan serum Orneklerini MAT yoOntemiyle
incelediklerinde, her kiimeste B. avium antikorlarim tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Konu ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise arastirmacilar ELISA, dot-immunblot ve
MAT testlerini karsilagtirmislar; B. avium’a karsi olusan antikorlar1 saptamada ELISA
ve dot-immunblot testlerinin yeterince sensitif ve spesifik oldugunu, bu testlerin

MAT den daha istiin oldugunu vurgulamislardir (Tsai ve Saif, 1991).

Yapilan ¢alismalarda ortak olarak MAT sonuglarinin degerlendirilebilmesi igin
bir gece beklenilmesi, ELISA’nin MAT ne gore daha kisa siirede (2,5 saatte) sonug
vermesi ve kullanim kolayligi gibi nedenlerle ELISA’nin MAT ne tercih edilebilecegi
bildirilmistir (Tsai ve Saif, 1991; Ocak, 2005). Yaptigimiz ¢aligmada da her ne kadar
MAT yapilmasi kolay bir teknik olarak diisiiniilse de; MAT antijeninin hazirlanmasi,
standardize edilmesi ve daha da onemlisi test sonuglarinin en erken bir giin sonra belli
olmas1 gibi nedenlerden dolay1 pratik bir yontem olmadigi sonucuna varilmistir.
Bununla birlikte, ELISA’nin pahali ekipman gerektirmesi ve test maliyetinin MAT
testinden yiiksek olmasi testin en Onemli dezavantajlar1 olarak distiniilmektedir.
ELISA’da sonuglarin ayn1 giin degerlendirilmesine ragmen, MAT inde sonuclarin ertesi
giin alinmasi, antiserum, diluent, antijen vb. biyolojiklerin laboratuar tarafindan
hazirlanmasinin gerekmemesi, gilinlimiizde diger virus ve bakterilerle kros reaksiyon
olusturmayan ticari ELISA kitlerinin kolaylikla temin edilebilmesi gibi nedenlerden
dolay1 ¢ok sayida serum calisilan laboratuarlar i¢in ELISA’nin pratik ve giivenilir

serolojik bir test oldugu goriilmiistiir.



Sekonder baglanma testlerinden olan klasik aglutinasyon testleri 6ncelikle IgM
(daha sonra zayif olarak IgG ve IgA); ELISA ise primer olarak IgG sinifi antikorlari
saptamaktadir (Diker, 1988). Dolayisiyla, eger kanathilar B. avium ile yeni infekte olmus
ve heniiz IgG sinifi antikorlar olusmamis ise ELISA’de negatiflik sekillenebilir. Ayni
sekilde eger kan alinan kanathi hayvanlar infeksiyonun kronik dénemini yastyorlarsa
aglutinasyon testlerinde negatiflik sekillenecektir. Buna ek olarak, maternal antikorlar
IgG sinifinda olduklarindan tespit edilmesinde ELISA kullanilmast uygundur (Hopkins
ve ark., 1988). Yapilan bu ¢aligmada yine bir aglutinasyon testi olan LAT ile primer
baglanma testlerinden olan ELISA’nin spesifite ve sensitiviteleri karsilastirilmistir.
Incelenen 900 hindi serumunun 194°ii (% 21,6) ELISA pozitif, 124’{i (% 13,8) LAT
pozitif sonu¢ verirken; hindi serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden LAT nin
ELISA’ya gore sensitivitesi % 44,3; spesifitesi % 94,6 olarak hesaplanmistir. Calismada
ELISA testi referans test olarak kabul edildiginde, LAT sonugclar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,001) ayrica bu test ile ELISA arasinda
diisiik derecede bir uyum elde edilmistir (kappa= % 44). Bu konu ile ilgili yapilmis
fazla ¢alisma bulunmamakla birlikte, bizim ¢alismamiz ile ¢ok benzerlik gosteren baska
bir calismada (Tiirkyilmaz ve ark., 2006) benzer bir sekilde her iki test arasindaki
farklilik 6nemli bulunmakla birlikte (P<0,001), korelasyon % 66,0; LAT nin ELISA’ya

gore sensitivitesi % 77,0 olarak bildirilmektedir.

Yapilan ¢aligmada incelenen 900 hindi serumunun 109°u (% 12,1) MAT, 124’1
(% 13,8) LAT de pozitif olarak belirlenmistir. Her iki test pozitif sonu¢ veren 92 (%
10,21), negatif sonu¢ veren 759 (% 84,3), MAT pozitif LAT negatif 17 (% 1,9), LAT
pozitif MAT negatif 32 (% 3,6) serum bulunmaktadir. Bu verilere gore, hindi
serumlarinda B. avium seropozitifligi yoniinden, bu testler arasinda yiiksek derecede bir
uyum elde edilmistir. Yiiksek derecedeki bu uyumun ve testler arasinda onemli bir
farklilik goriilmemesinin nedeni her iki testin aglutinasyon testi olmasi ve primer olarak
IgM smifi antikorlar1 tespit etmesi seklinde agiklanabilir. Bu nedenle, ¢alismanin
sonucunda, MAT’nin yukarida belirtilen dezavantajlar1 nedeni ile (bir giin ge¢ sonug
vermesi, antijen hazirlama prosediiriiniin  daha uzun olmasi, standardizasyon
gerektirmesi, v.s.) bu test yerine, LAT nin kullanilmasinin daha pratik oldugu

distiniilmektedir.



Calismada Izmir Ili'nde B. avium antikorlarmin seroprevalensinin yiiksek
oldugu belirlenmistir. MAT nin ge¢ sonu¢ vermesi nedeni ile pratik olmadigi, 6zellikle
saha kosullarinda akut infeksiyonlarin belirlenmesinde bir tiim hiicre antijeni olan
LAT’nin de oldukca kullanigh oldugu, rahatlikla uygulanabilecegi; bununla birlikte
serolojik olarak antikor yanitinin belirlenmesinde en duyarli yontemin ELISA oldugu

sonucuna varilmistir.



5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada hindi korizasinin teshisinde en ¢ok kullanilan serolojik test olan
ELISA ile laboratuarda kendi imkanlarimiz ile hazirlanan Mikroaglutinasyon ve Lam

Aglutinasyon Testlerinin duyarliliklarinin karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Toplam 900 hindiden alinan serum o&rnekleri ELISA, LAT ve MAT
yontemleriyle incelenmesi sonucunda seroprevalens sirasiyla % 21,6, % 13,8, %12,1
olarak belirlenmistir. Sonug olarak; B. avium antikorlarinin taranmasinda en duyarl test
ELISA olmasmna karsin; LAT ve MAT’nin de bu amagla kullanilabilecegi tespit
edilmistir. MAT ve LAT leri arasinda yiiksek derecede bir uyum olmasi, LAT nin daha
pratik ve kisa siirede sonug vermesi gibi nedenlerden dolay1r da LAT nin MAT den gore

daha kullanilabilir oldugu kanisina varilmistir.

Calisma ile ayrica, izmir 11’i gibi hindi potansiyelinin oldukga yiiksek oldugu
bir ilde B. avium antikorlarinin varlig1 serolojik olarak bu kadar genis kapsamli olarak
ilk kez incelenmis ve infeksiyonun yoredeki seroprevalensi de dolayli olarak
belirlenmistir. Izmir i1’inde seroprevalensin yiiksek ¢ikmasi nedeni ile solunum sistemi
hastalig1 semptomu gosteren hindilerin, diger patojenler ile birlikte B. avium acgisindan
da incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Hastaligin ¢abuk ve kesin teshisi
infeksiyonun eradikasyonu agisindan Onem tagimaktadir. Hastalik aeresol yolla da
cabuk yayildigindan, ayrica asemptomatik tasiyicilar olabileceginden gereken onlemler
cok ¢abuk alinmalidir. Bu asamada ¢abuk sonug veren ve pratik olarak kullanilabilecek
olan LAT gibi testlerin 6nemi oldukg¢a fazladir. Arastirma, yorede bordetellozis ile ilgili
yapilacak bundan sonraki c¢aligmalar i¢in bir On arastirma niteliginde olacaktir. B.
avium’un sahadan izole edilmesi, izole edilen bu saha suslarinin antijenik yapilarinin
belirlenmesi, yine bu suslardan faydalanilarak as1 ¢alismalarinin gergeklestirilmesi, bu

aragtirmanin devami olarak yapilabilecek diger ¢alismalardir.



6. OZET

Bu calismanin amaglar1 solunum sistemi hastaligi semptomu bulunan
hindilerden B. avium’a maruz kalmig olanlarin serolojik olarak saptanmasi i¢in lam
aglutinasyon (LAT), mikroaglutinasyon (MAT) test antijenlerinin hazirlanmasi ve bu
testlerin duyarhiliklarimin  ticari enzimle isaretli immun deneyi (ELISA) ile

karsilastirilmasidir.

Calismanin materyalini olusturan tiim serum ornekleri Izmir II’i ve ¢evresinde
bulunan, solunum sistemi problemi gosteren 900 ticari hindiden alinan kan serum
ornekleri olugturmaktadir. Seroprevalens ELISA, LAT ve MAT i¢in sirasiyla % 21,6, %
13,8 ve % 12,1 olarak belirlenmistir. Istatistiksel olarak, LAT ve MAT leri ile ELISA

arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, Izmir ili’nde ticari hindi isletmelerinde B. avium antikorlarinin
seroprevalensi yiiksek olarak belirlenmistir. B. avium antikorlarinin taranmasinda en
duyarli testin ELISA olmasina karsin; LAT ve MAT’lerinin de bu amacla

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Bu proje Tirkiye Bilimsel Teknik ve Arastirma Kurumu tarafindan

desteklenmistir (TUBITAK Proje No: 106 O 268).

ANAHTAR KELIMELER: B. avium, Enzyme-Linked limmunosorbent Assay, Lam
Aglutinasyon Testi, Mikroaglutinasyon Testi



7. SUMMARY

The aims of this study were to develop a serum plate agglutination test (LAT)
antigen and microagglutination (MAT) test antigen for the serologic detection of
turkeys that have been exposed to B. avium from with respiratory disease symptom and
to compare sensitivity of commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

with these tests.

All serum samples were collected from commercial turkey enterprises in Izmir,
samples from 900 turkeys with symptoms of respiratory disease constituted the material
of this study. The seroprevalence was determined as 21.6 %, 13.8 %, 12.1 % for ELISA,
LAT, and MAT tests, respectively. The results showed that the difference of ELISA
with LAT and MAT tests was statistically significant (P<0.001).

Consequently, our study showed that the seroprevalence of B. avium antibodies
were found as high in commercial turkey enterprises in Izmir. Although ELISA was
defined as the most sensitive test for screening of B. avium antibodies with this study,

LAT and MAT’s could also be used for this purpose.

This project was supported by the Scientific and Technical Research Council

of Turkey (TUBITAK Project Number: 106 O 268).

KEY WORDS: B. avium, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Microagglutination
Test, Plate Agglutination Test



8. TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim siiresince ilgi ve yardimmi hi¢ eksik etmeyen
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Osman KAYA’ya, danismanim Yrd.
Dog. Dr. Siiheyla TURKYILMAZ’a, test sonuclarmin istatistiksel degerlendirmesini
yapan Yrd. Dog. Dr. Kenan TURKYILMAZ’a, deneme asamasinda yardimlarini
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