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Bu arastirmada, 53.040 broyler civciv (Ross 308), Gumboro asis1 (igme
suyu) (Vineland) ile 8 ve 16. giinlerde asilandi. 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 ve 50.
giinlerde antikor titreleri ELISA ile tespit edildi. Civcivlerdeki antikor titreleri
sirastyla 2636, 484, 212, 295, 1106, 4214, 3261 ve 4397 olarak bulundu.

Arastirmanin yapildigt ¢iftlikte hastaligin goriilme zamaninin 17-40. giinler
oldugu go6z oniinde tutuldugunda, elde edilen antikor titrelerinin 22-29. giinlerde
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Antikor titreleri diisiik olmasina ragmen hastaliga

kars1 koruma saglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Infeksiyz Bursal Hastalik, Broyler, Asi, ELISA



ABSTRACT

In this study, 53.040 broiler hens (Ross 308) were immunized with Gumboro
(drinking water) vaccine (Vineland) in 8 and 16 day age. Antibody titers were
determined by ELISA 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 and 50 day. Antibody titers for
chickens were found 2636, 484, 212, 295, 1106, 4214, 3261 and 4397, respectively.

As the infection was observed in the broiler farm between 17 and 40 days,
the antibody titres obtained from the samples were low between 22 and 29 days.
Although the antibody titres were found to be low, an immunological defense was

observed.

Key Words: Infectious Bursal Disease, Broiler, Vaccine, ELISA



CiZELGELER LiSTESI

Tablo 1 Siirliniin her kan aliminda elde edilen serumlarin IBDV, IB ve ND ig¢in 19
yapilan ELISA test titreleri siirli ortalama sonuglart.
Tablo 2 Siirliniin her kan alimi dénemine ait IBDV ile ilgili ELISA test 20

sonuglari.




SEKILLER LIiSTESI

Grafik1 | IBD, IB ve ND Antikor Titrelerinin Cikimdan Kesime 19
Kadar Seyri
Sekil 1 Incelenen 6rneklerin, ND acisindan ELISA test sonuglari 1 42
Sekil 2 Incelenen &rneklerin, ND agisindan ELISA test sonuglar1 2 42
Sekil 3 Incelenen drneklerin, IB agisindan ELISA test sonuglari 1 43
Sekil 4 Incelenen 6rneklerin, IB agisindan ELISA test sonuglari 1 43
Sekil 5 Incelenen drneklerin, IBV agisindan ELISA test sonuglar 1 44
Sekil 6 Incelenen 6rneklerin, IBV agisindan ELISA test sonuglar 1 44
Sekil 7 Arastirmada kullanilan ELISA test kitlerinin goriiniimii 45




KISALTMALAR VE SIMGELER

IBD Infectious Bursal Disease

IBDV Infectious Bursal Disease Virus

VN Virus Notralizasyon

FAT Floresan Antikor Testi

ETY Embriyolu Tavuk Yumurtasi

AGP Agar Jel Presipitasyon

AC-ELISA | Antigen-capture ELISA

RT-PCR Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

ND

Newcastle Disease




1. GIRIS

Tirkiye’de kanath sektoriiniin yillik cirosu 2,5 milyar Amerikan Dolar1 olup,

gayri safi milli hasilanin %1,7’ sini olusturmaktadir.

Enfeksiyoz hastaliklar igerisinde Infeksiydz Bursal Hastaligi (IBH, Gumboro
hastaligi) son yillarda etkili miicadele (biyogiivenlik, asilama vs.) ile klinik formda
goriilen Oliimlerden kaynaklanan ekonomik zararlari azaltilmis olmakla birlikte
subklinik formu halen sektorde yaygin olarak goriilmektedir. Bunda yillarca
bilingsizce ve programsiz hot IBDV agst kullaniminin etkisi fazladir. Hot asilarin iyi
bir selliler bagisikligin yan1 sira saha susu kadar olmasa da giiglii bir
immiinosupresif etkisi bulunmaktadir. Bu asilarla hastaligin klinik formu kontrol
altina alinmistir. Ancak kullanimimma devam edilmesi ve onceki kullanimlarinin

kiimes florasinda bulunmasi sebebiyle etkisi hala stirmektedir.

Bu calismada, intermediate bir IBD asis1 ile asilama programi diizenlenmis,
civcivin 1. giiniinden itibaren periyodik olarak kesime kadar kan1 alinarak ELISA ile
antikor Ol¢limleri yapilmigtir. Hastalik goriilmemis bir isletmede bu asilamalarla

olusan humoral bagisikligin kontrollii sartlarda izlenmesi amaglanmugtir.



2. KONU iLE ILGILI ONCEKI CALISMALAR

Infeksiydz bursal hastalik (Infectious bursal diesase, IBD) veya Gumboro
Hastalig1 infeksiy6z bursal hastalik virusu (IBDV) tarafindan meydana getirilen, 3
haftaliktan biiyiik piliclerde akut seyreden, ¢ok bulasici viral bir hastaliktir. Yiiksek
diizeyde mortalite ile seyreden IBD, hastalig1 gegiren piliclerde immunsupresyona,
sekonder enfeksiyonlara ve asilamayla olusturulan bagisiklik diizeyinin diisiik
olmasma sebep olmaktadir. IBDV birgok iilkede kanathi sektoriinde endemiler
olusturan zarfsiz bir virustur. Virus dezenfektanlara karsit uzun siire direnclilik
gosterebilme Ozelligine sahiptir. Etken, eter ve kloroform ile muameleye direngli
bulunmus, pH 12'de inaktive edilmis, pH 2'de etkilenmemistir. 6°C'de 5 saat, 60
°C'de 30 dakika canliligini korur. Virus, 30°C'de 1 saat siireyle % 0.5'lik fenol ve %
0.125'lik thimerosaldan etkilenmemistir. Virus infektivitesinde 6 saat boyunca %
0.5'lik formalin uygulandiginda 6nemli bir azalma gozlenmistir. Buna karsin
formalin, kloramin ve iyot bilesikleri IBDV'ye etkin bulunmustur (Akan, 2002;
Lukert ve Saif, 1997).

Piligler, IBD hastaliginin klinik formunun ve karakteristik lezyonlarinin
goriildiigt tirlerin basinda gelir. Hindiler, ordekler ve deve kuslar1 IBD’ye duyarh
olmalarina ragmen klinik olarak direng gosterirler (Lukert ve Saif, 1997; McNulty ve

ark., 1979).

IBD ilk kez Cosgrove (1962) tarafindan, bobreklerde yaptigi hasar sebebiyle
avian nephrosis olarak tanimlanmistir. 1970 yilinda avian nephrosisli bir tavugun
bobreginden Gray susu izole edilmistir (Akan, 2002). Baslangicta bu susun IBDV
enfeksiyonunun etkeni oldugu zannedilirken, daha sonraki ¢calismalarda Gray susu ile
immunize edilen deneme hayvanlarinin enfeksiydz bursal ajan ile enfekte olduklar
ve Bursa fabricius’larinda degisiklikler oldugu gdézlenmistir. Boylece Gray virusunun
bobreklerde nefrotoksik etki yapan Enfeksiyéz Brongsit Virus oldugu, Gumboro
hastaligin1 meydana getiren virusunsa bundan farkli oldugu kabul edilmistir. Hastalik
ilk defa A.B.D.’de Deleware’de Gumboro bolgesinde gorildiigii icin Gumboro
Hastaligi denmistir.



Aile Cins Tir Sinonim

Birnaviridae | Aquabirnavirus Infectious pancreatic necrosis virus | IPNV
Avibirnavirus Infectious bursal disease virus IBDV
Entomobirnavirus | Drosophilia X virus DXV

IBDV Birnaviridae familyasinin Avibirnavirus cinsinin bir iiyesi olup ¢ift
iplikcikli iki RNA segmentine (A ve B) sahiptir (Murphy ve ark., 1995). IBDV
izolatlar1 incelendiginde antijenik ozellikleri birbirinden farkli iki serotipin varlig
belirlenmistir. Serotip 1 ve serotip 2 olarak tanimlanan bu suslar, virus nétralizasyon
(VN) testi ve elektroforetik olarak birbirlerinden ayrilirken, floresan antikor testi
(FAT), agar jel presipitasyon (AGP) ve ELISA ile ayrilamazlar. Virus genomu 5
viral polipeptid igerir. A segmenti VP2-5, B segmenti VP1 ile kodlanir. VP2 ve VP3
viriondaki en biiyiik yapisal proteinlerdir. Bu nedenle VP2, kanathilarin koruyucu
bagisikliginda en ¢ok tercih edilen proteindir. VP1 proteini yaklasik olarak 90 kD,
VP2-5 proteinleri yaklasik olarak sirasiyla 41 kD, 32 kD , 28 kD ve 21 kD molekiiler
agirligina sahiptirler (Akan, 2002; Lukert ve Saif, 1997).

Birnavirus'larin replikasyonu ile ilgili biyokimyasal olaylar hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Virusun tavuk embriyo bobrek hiicrelerine inokulasyonundan 75
dakika sonra tutundugu gosterilmistir. Tavuk embriyo hiicrelerinde virusun ¢ogalma
siklusu 10-36 saattir ve latent periyod 4-6 saattir. Vero ve BGM-70 hiicrelerinde
daha uzun (48 saat) bir ¢ogalma siklusu bildirilmistir. Viral polipeptidler, in vitro
olarak iretilen tavuk bursal lenfoid hiicrelerinde ve kiltiir ortamlarinda,
infeksiyondan sonra sirasiyla 90 dakika ve 6 saatte saptanmistir (Akan, 2002; Lukert
ve Saif, 1997).

Virus, kanatlhi ve memeli eritrositlerini hemaglutine etme 6zelligine sahip
degildir. IBDV'unu embriyolu tavuk yumurtasinde (ETY) ve doku kiiltiiriinde
tiretmek miimkiindiir. Izolasyonda kullanilacak ETY'larinin IBD yéniinden asisiz ve
hastaliksiz tavuklardan elde edilmesi olduk¢a Onemlidir. Virusu iretmede
inokulasyon i¢in ETY'larinin koriyo allantoik membran en duyarli, yumurta sarisi

orta ve koriyo allantoik bosluk ise az duyarlidir. Virus izolasyonu amaciyla




kullanilan embriyolu yumurtalarin embriyolarinda, inokulasyondan sonra 3 giinden
5. giine kadar Sliimler goriiliir. Embriyoda gézlemlenen makroskopik lezyonlar, ab-
dominal boélgenin 6dematdz siskinligi, kutanéz konjesyon ve oOzellikle de tiiy
kanallar1 boyunca sekillenen petesiyal kanamalar, ayak eklemlerinde ve serebral
bolgede nadir olarak goriilen kanamalar, karacigerde benekli goriiniimlii nekroz ve
ekimotik kanamalar, kalbin yar1 pismis goriiniim almasi, bobreklerde benekli nekroz
ve konjesyon, akcigerlerin asir1 konjesyonu ve nadiren kii¢iik nekrotik odakli, solgun
dalaktir. CAM'da plaklar bulunmaz ancak bazen hemorajik alanlar gozlenebilir.
IBDV varyantlar1 tarafindan embriyolarda olusturulan lezyonlar standart izolatlar
tarafindan olusturulanlardan farklilik gosterir. Varyant suslar, dalakta biiylimeye ve
karacigerde nekroza neden olur, ancak embriyolardaki mortalite disiiktiir (Akan,

2002; Lukert ve Saif, 1997).

Subiinit asilar VP2’yi igerirken, canli rekombinant vektorel viral asilar sadece
VP2’yi veya diger viral proteinlerle yapilan kombinasyonlar1 igermektedirler
(Bayliss ve ark., 1991; Darteil ve ark., 1995; Fahey ve ark., 1989; Hein ve Boyle,
1993).

IBDV ozellikle civcilerde ve geng piliclerde ¢ok yaygin olarak infeksiyon
olusturmaktadir.  Ozellikle asillanmamis ciftliklerde virus ~ dliimlere  ve
immunsupresyona sebebiyet vermektedir. IBD virusunun kanath sektoriindeki
kayiplart daha ¢ok immunsupresif etkisinden kaynaklanmaktadir. immunsupresif
ciftliklerdeki performans gelismeleri zayif olmakta ve ekonomik kayiplar

artirmaktadir (Lasher ve Shane, 1994; Lukert ve Saif, 1997 ).

Normal kosullar altinda, enfeksiyon en ¢ok oral yol ile sekillenir. Viruslar
bagirsaklardan fagositik hiicreler ile diger doku ve hiicrelere taginirlar. Enfeksiyonun
ilk birka¢ saati i¢inde viral antijen karaciger ve bobreklerde tespit edilmistir. Viral
replikasyon Oncelikle Bursa Fabricius’ta sekillenir (Akan, 2002). IBDV’nin
replikasyon icin temel hedef organi bursa Fabricius ve ozellikle B lenfositlerdir
(Chettle ve ark.,1989; Kibenge ve ark.,1988). Enfekte bursa Fabricius’ta genellikle

yangi, hemoraji, lenfositolizis ve organin atrofisi goriilmektedir (Van den Berg,



2000). IBDV ile enfekte piliclerde her iki humoral ve selliiler immunitede
baskilanma goriilmektedir (Confer ve ark., 1981; Dohms ve Jaeger,1998; Panigrahy
ve ark., 1982). In-vivo ve In-vitro ¢alismalarda (Ivanyi ve Morris, 1976; Kaufer ve
Weiss, 1980) virusun IgM karakterli B lenfositlere duyarlilik gosterdigi ortaya
cikarilmistir. Virus bursa fabriciusdaki hiicrelere ve bursal folikiillere hizla yayilir.
Virusun replikasyon i¢in, lenfoid hiicreler ve folikiillerin kortikal bolgelerine ihtiyaci
bulunmaktadir (Tanimura ve Sharma, 1997). Virusun akut litik faz1 IgM" hiicrelerin
dolasimda azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Rodenberger ve ark., 1994) . T lenfositler
IB hastaligina ve virusa direnglidirler. infeksiyonunun akut déneminde, timusta atrofi
ve timus hiicrelerinde biiylik ¢capli bir apoptosis goriilmemesine ragmen, virusun
timus hiicrelerinde replikasyonuyla ilgili hi¢bir kanit bulunmamaktadir. Timusun
fiziksel olarak biiyiimesi ve mikroskobik lezyonlarin goriilmesi kisa siirede
gerceklesir. Ancak virus infeksiyonu seyreden birkag giin igerisinde normal

pozisyonuna geri donmektedir (Sharma ve ark. 1989) .

IB hastalig1 piliclerde immunsupresyon ile sonlanmaktadir. Virus ciftlige
girdikten 2-3 hafta sonra immunsupresif etkiler goriillmeye baglamaktadir (Allen ve
ark., 1972). Hastaligin bu etkisi ¢iftliklerde farkl sekillerde kendini gostermektedir.
Ozellikle iiretim performansinin diismesi basta gelmektedir. Ayrica sekonder
infeksiyonlarin artmasi, yemden az yaralanma, agilamalardan sonra zayif bagigiklik
elde edilmesi gibi etkilerde goriilmektedir (Giambrone ve ark., 1977; Kim ve ark.,

1999).

Tiirkiye’de enfeksiyonun varligma ait ilk rapor Kandil tarafindan
bildirilmistir. Arastirict  Cukurova bdlgesinde broyler 1rki piliglerde IBDV
enfeksiyonun seyrettigini ve otopside but ve gogiis kaslarinda agir kanamalar ile
bursa Fabricius’ta biiyiime sekillendigini ve bu vakalardan virusu izole ettigini
bildirmistir (Kandil, 1978). Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda Tiirkiye nin
muhtelif bolgelerinde IBDV’u izole edilmistir (Ergiin, 1989). Sero-siirvey
calismalar1 ile Konya cevresindeki asisiz kiimeslerde IBDV’una karst %31.3

oraninda seropozitiflik tesbit edilmistir (Baysal ve Bozkir,1989).



IBDV partikiilleri zarfsiz, ikosahedral kapside sahip ve yaklasik
60nm.capindadir.Cift iplik¢ikli olup iki RNA segmentine sahiptir (Miiler ve ark.,
1979). Yeni bir virus familyasit olan Birnaviridae’nin (Dobos ve ark.,1979) tek {iyesi
olan Birnavirus icinde yer almaktadir (Leong ve ark., 2000). Temel olarak A ve B
olmak tizere iki genom segmenti bulunmustur (Mundt ve ark.,1995). Bu segmentler
tizerinde ¢esitli islevlere sahip viral proteinler yer almaktadir. Bunlar major

proteinler: VP2 , VP3 ve minér proteinler: VP1,VP4 olarak ayrilmaktadir

VP1; viral RNA polimeraz olarak virionda az miktarda bulunur. Serbest
poliprotein ve genoma bagl poliprotein olarak bulunur (Kibenge ve Dhama,1997;
Miiller ve Nitschke, 1987). Viral partikiillerin enkapsidasyonunda anahtar rol
oynamaktadir (Lombardo ve ark., 1999).

VP2; antikorlarin nétralizasyonunu uyaran ve serotip spesifiteyi saglayan
antijenik bolgeler igerir (Fahey ve ark., 1989). Yiiksek diizeyde hidrofobik olup tiim
ndtralize edici monoklonal antikorlarin immunopresipitasyon reaksiyonlarinda
gozlenebilir. Fakat Western Blotta gézlenmez (Oppling ve ark., 1991a; Schnitzler ve
ark.,1993; Van den Berg ve ark., 1996).

VP3; noétralize etmeyen antikorlar tarafindan grup spesifik antijen olarak
taninir ve her iki serotip 1 ve serotip 2 icinde kros reaksiyon verir (Becht ve

ark.,1988; Opling ve ark., 1991a).

VP4; kiiciik ve yapisal olmayan bir polipeptiddir.Viral proteaz olarak
VP2a,VP3 ve VP4’lin iiretilmesini saglar (Azad ve ark., 1987). Bilinen diger
protezlar ile kiigiik benzerlikler gostermesine ragmen , spesifik proteolitik aktivitesi

tesbit edilmistir (Hudson ve ark., 1986).

VP5; ilk kez IPNV ( infectious pancreatic necrosis virus) partikiillerinde
tanimlanmistir (Haverstein ve ark., 1990). Yapilan ¢alismalarda IBDV ile enfekte
hiicrelerde identifiye edilmistir (Mundt ve ark., 1995). Viral yapiya katilim ile ilgili

bir bilgi yoktur. Bu viral protein daha ¢ok diizenleyici fonksiyona sahip olup virusun



icinde bulundugu hiicreyi patlatip disar1 salimimi ve yayilmasinda anahtar rol

oynamaktadir (Mundt ve ark., 1997).

Apatojenik (Serotip 2) mortalite (-)  bursal lezyon (-)

Patojenik  (Serotip 1)

e Mild mortalite (-) artan bursal lezyon
e intermediate ﬂ

e Intermediate Plus

o Klasik artan mortalite

e Varyant ﬂ

e Very veya hiperviriilent

IBDV’nin virus nétralizasyon testi tarafindan iki serotipi belirlendi. Serotip 1
patojenik susu icermektedir. Serotip 2 hindilerden izole edilmis olup hastaliga neden
olmadig1 gibi tavuklarda serotip 1’e kars1 korumayi da saglamamaktadir. Antijenik
varyant suslar Amerika’da bildirilmistir (Synder ve ark., 1988). Orta Amerika
(Jackwood ve Sommer, 1999) ve Avustralya’da (Spats ve Ignjotovic, 2000) tesbit
edilen vakalar bulunmaktadir.VP2’de bulunan antijenik bdlge antikorlarin
ndtralizasyonunu uyarir (Becht ve ark., 1988). Serotip 1 icinde niikleotid ile
karsilastirildiginda VP2’nin kodlandig1 bolgede farkliliklar oldugu ve degisken
VP2(hyper-) bolge olarak dizayn edildigi gézlenmektedir (Bayliss ve ark., 1990). Bu
durum kacak mutantlarin gelisimini (Oppling ve ark., 1991a) agiklamaktadir. Grup
ve notralize olmayan serotip spesifik epitoplar temel olarak VP3’te lokalize olmustur
(Oppling ve ark., 1991b). VP2’nin degisimleri ile ortaya ¢ikan vvIBDV suslari
Avrupa, Afrika ve Asya’da ayni1 zamanda ortaya ¢ikmis olup ayni grupta yer aldigi
(Cao ve ark.,1998; Chen ve ark.,1998; Pitccovski ve ark., 1998; Zierenberg ve ark.,
2001), antijenik ve genetik yapilarinin benzerliler gosterdigi tesbit edilmistir (Islam

ve ark., 2001a).



Bursektomize edilmis tavuklarda IBDV enfeksiyonu letal seyrederken,
normal tavuklarda patojenik serotip 1 susunun hedef organi bursa Fabriciustur. Bursa
Fabriciusta yiiksek miktarda antijen ve yliksek virus titresi tesbit edilirken , diisiik
diizeyde antijen ve virus titresi de timus ve dalakta tesbit edilmistir. IBDV gelisen B
lenfositlerde replike olurken ¢ok gelismemis lenfoblastlarda bulunmamaktadir (Beug
ve ark., 1981; Miiler, 1986). Serotip 2 susu lenfoid hiicrelerde replike olmaz. Fakat
tavuk embriyofibroblastlarda ve serotip 1 susu i¢in adapte edilmis doku kiiltiirlerinde
gelisme gostermektedir (Niepper ve Miiler, 1996; 1998). Ogawa’nin yaptig1 ¢alisma
IBDV’nin baghh oldugu molekiilin N-glycosylated proteinden olustugunu
gostermistir (Ogawa ve ark., 1998). Diger bazi viruslarda bilindigi gibi IBDV
enfeksiyonu tavuk embryofibroblastlarinin potasyum akimini da degistirmektedir
(Repp ve ark.,1998). Bu durum membran permeablitesinde degisiklik yapar ve
intraselliiller iyon homeostasisini etkileyerek sitolizisin olusmasina ve enfekte
hiicrelerin 6liimiine yol agmaktadir.Double-labelling teknigi ile yapilan c¢alismalar
IBDV’nin replikasyonu ile artan apoptosisin enfekte tavuk embriyo hiicrelerinde,
bursa hiirelerinde ve civardaki antijen—negatif hiicrelerde oldugunu gostermektedir
(Jungmann ve ark., 2001; Nieper ve ark., 1999). Apoptik hiicre oran1 IBDV’ nin
replikasyon etkinligine baglidir. UV ile inaktive edilmis IBDV partikiilleri
apoptosise neden olmamaktadir. Nekroz, IBDV ile enfekte bursa hiicrelerinin

apoptosisin etkisiyle hizla tiikketilmesinden olusmaktadir.

Akut enfeksiyondan sonra yasamaya devam eden piliclerde virus
replikasyonu azalir, bozulan bursal follikiiller tekrar B hiicreleri ile yeni
popiilasyonlar olusturur. IBDV’nin indiikledigi immunopatogenez ve dokularin
tyilesmesinde T hiicrelerinin rolii lizerine yapilan ¢aligmalarda enfeksiyondan 7 giin
sonra bursa Fabriciusta maximum diizeye ulasan CD4 ve CDS8 hiicrelerinin her
ikisinin de infiltrasyonu oldugu tespit edilmistir (Kim ve ark., 2000; Sharma ve ark.,
2000). Viral replikasyonun oldugu hastaligin erken fazinda bulunan intrabursal T
hiicreleri  sitokinler ve sitotoksik efektlerin salinmasi ile doku iyilesmesini
geciktirerek bursal doku hasarini artirmaktadir (Rautenschlein ve ark., 2002a). Son

calismalarda hiicresel immunitenin rolii (Yeh ve ark., 2002) ve virus-spesifik



antikorlarin 6nemi (Rautenschlein ve ark., 2002b) arastirilmaktadir. Yapilan bu
arastirmalarin sonucu IBDV’ye kars1 olusan humoral immunitenin korumada yeterli
olmadig1 goriisii gelismistir. T hiicrelerinin bulunmasi koruma i¢in kritik bir deger

oldugunu gostermistir (Van den Berg , 2000).

Bir IBDV enfeksiyonunun genis olarak ortaya c¢ikmasi susa, enfekte eden
virusun miktarina, siiriiniin kendi ve damizliginin yasina, inokulasyon yoluna,
notralize edici antikorlarin varligina veya yokluguna baglhdir. Serotip 1/ serotip 2
IBDV’ nin genom A segmenti bursa tropismi tasir, segment B virus replikasyonunun
etkinligini igerir (Zierenberg ve ark., 2003). Patojenik serotip 1 saha susu igerisinde
klasik virulent (cv) ve ¢ok virulent (vv) patotipler ve antijenik varyant suslar grup
olusturur. Determinantlarin virulensini tanimak igin (6zellikle de vv patotipin
karakteristik 6zelliklerini ) birgok ¢alisma yapilmistir. In vivo ¢alismalar, filogenetik
analizler sonucu VP2 residiilerinin molekiiler determinantlar1 virulens, cell tropism
ve vvIBDV’nin patojenik fenotipi olusturulabilir (Brandt ve ark., 2001; Yamaguchi
ve ark., 1996). Diger taraftan Boot ve arkadaslar1 (Boot ve ark., 2000), cv ve vv
fenotipleri arasinda VP2 iizerine yaptigi ¢alismada virulens icin tek determinantin
VP2 olmadigmi gostermistir. ORF’nin VP11 kodladigi bolgede yapilan ¢aligma
(Islam ve ark., 2001b) bu multifonksiyonel proteinin virus replikasyonunda ve

virulens iizerinde kritik etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Doku kiiltiiriinde replikasyon i¢in IBDV’nin adaptasyonu ateniiasyon icin
gelistirilmistir (Lange ve ark., 1987). Doku kiiltiiriinde cvIBDV’nin tekrarlanan
pasajlart kiigiik plak fenotipinin olugmasina yol agmis ve yiiksek diizeyde ateniie
edilerek (Miiler ve ark., 1986) uzun yillar canli as1 olarak kullanilmigtir. Wild-tip
IBDV suglari, oOzellikle vvIBDV suslari normal olarak hiicre kiiltiirlerinde
tirememektedir. VP2 icindeki spesifik amino asitler tanimlanarak IBDV’nin doku

kiiltliriine adaptasyonu saglanmistir (Lim ve ark., 1999; Yamaguchi ve ark., 1996).

Son yapilan in vivo calismalarla, site-directed mutagenesis ve reverse

genetic yaklasim ile tavuk embriyo hiicre kiiltlirlerine adapte edilen vvIBDV’u SPF



tavuklar (Van Loon ve ark., 2002) ve ticari tavuklar (Raue ve ark., 2004a) i¢in

parsiyel olarak atentie edilmistir.

Tavuk siiriilerinde klinik tablo ve hastaligin seyri genellikle IBDV
enfeksiyonunun gostergesidir. Bursa Fabriciustaki degisiklikler karakteristiktir.
Histopatolojik calismalarla immunohistokimyasal olarak gosterilen viral antijenler
kombine edildiginde IBDV enfeksiyonu dogrulanmaktadir. IBDV antikorsuz
yumurtalara inokule edildiginde izole edilebilmektedir. Viral antijenler agar jel
presipitasyon  (AGP) veya antigen-capture ELISA  (AC-ELISA) ile
gostertilebilmektedir. Spesifik IBDV antikorlarm varlig: ticari ELISA sistemleri ile
tesbit edilebilmektedir. Virus notralizasyon (VN) testi serolojik bir test olup IBDV
izolatlarinin antijenik serotiplerini ve subtiplerini giivenli olarak ayirmaktadir

(Jackwood ve Saif, 1987).

Son giinlerde IBDV teshisinde reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) siklikla kullanilmaktadir. RT-PCR vvIBDV’nin hizla identifiye
edilmesini saglamaktadir (Jackwood ve Jackwood, 1994; Zierenberg ve ark., 2001).
Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) halen IBDV’nin alt1 farkli
molekiiler grubunu diizenlemek i¢in kullanilmaktadir (Lui ve ark., 2002; Viswas ve
ark., 2002). IBDV ile enfekte bursa Fabriciusta hastaligin erken donemini tesbit
etmek icin in situ RT-PCR gelistirilmistir (Zhang ve ark., 2002).

IBDV’lar1 yiiksek derecede virulent olup saha sartlarina son derece

direnclidir.

Asilama, tavuklarda IB hastaliinin kontrolinde uygulanan en temel
metottur. Asilama programlarinini olusturulmasi igin bir¢cok faktdr goz Oniinde
tutulmalidir. Bu faktorler arasinda, ¢evrede ve kiimeste goriilen infeksiyonun yay-
ginlig1, saha virusunun virulensi, civcivlerde maternal antikorlarin varligi, diizeyi ve
heterojenitesi, asilamada kullanilacak asinin cinsi (mild, intermediate, hot), asilama
yontemi, hayvanin yasi, yetistirme sekli ve idari islemlerin durumu" bulunmaktadir.

Atteniie as1 suslarimin gelistirilmesinden 6nce IBD'nin kontroliinde civcivlerin



bilingli olarak erken yasta infeksiyona maruz birakilmasi bir yontem olarak
uygulanmaktaydi. Bu uygulama daha 6nce hastaligi geciren, civcivlerin maternal
antikorlara sahip oldugu isletmelerde onerilmekteydi. Ayni1 zamanda 2 haftalik yas-
tan kiiciik olan geng¢ civcivler IBD'nin klinik bulgularini géstermemekteydi. Erken
yasta sekillenen IBD infeksiyonlarinin siddetli immunosupressif etkilerinin
bulunmasindan sonra, virulent suslarla yapilan kontrollii maruz birakma uygulamasi
daha az c¢ekici oldu. Bir¢ok isletmede donemler arasi temizlik ve dezenfeksiyon
islemlerinin tam anlamiyla yapilmamasi ve virusun stabil ve gii¢lii yapisi nedeniyle
civcivler dogal olarak erken yasta subklinik infeksiyonlara yakalanmaktadir.
Gilinlimiizde, canli ve inaktif asilarla asilanan anaglardan elde edilen civicvlerde
saglanan yiiksek maternal antikor diizeyi ve se¢ilen uygun as1 ve asilama programlari

ile yukaridaki durum elimine edilebilmektedir (Akan , 2002).

IBDV infeksiyonlarindan korunmada kullanilan asilar pek ¢ok firma
tarafindan iiretilmektedir. Canli asilar mild, intermediate ve hot olarak gruplanmakta;
virulensleri ve antijenik giicleri farklilik gostermektedir. Inaktif asilarda 6zellikle
damizliklarin asilanmasinda kullanilmakta diger asilarla kombine edilebilmektedir.
Korumada kullanilacak asilarin se¢iminde, yukarida belirtilen durumlarin gézoniine
tutulmas1 ve Olgiimlenebilen degerlerin (6rnek: maternal antikor seviyesi ve

tiniformitesi) belirlenmesi 6nemlidir (Akan , 2002).

a) Mild (zayif) asilar: Immunsupresyona yol agmamalar1 nedeniyle
giivenilirdirler. Immun sistemi uyarma giicii diisiiktiir ve orta diizeydeki maternal
antikorlardan etkilenirler. Uygulamalarindan etkin sonuglar alabilmek i¢in, diistik dii-
zeyde maternal antikor tagiyan civcivlerde kullanilmasi, alinanan serum 6rneklerinin
AGID testinde negatif ve/veya VN titresi 1: 100 degerinin altinda olmasi
gerekmektedir. Bu durumu tasimayan siiriilerde kullaniminda etkin sonuglar
almamaz. Bu tip asilar, intramuskuler injeksiyon, sprey veya igme suyuyla

uygulanabilmektedir (Akan , 2002).

b) intermediate (orta-kuvvetli) asilar: Bu asilar giiniimiizde en fazla

kiillanilan IBD asilaridirlar. Mild ve hot asilar arasinda iyi bir denge olustururlar.



Orta dilizeyde maternal antikorlar1 asip, iyi bir bagisiklik saglayabilirler. Bu tip asilar,
hayvandan hayvana direkt temasla yayilir, hastalik, 6liim ve immunsupresyona neden
olmazlar. Stabildirler ve pasajlarla virulenste artma gdzlenmez. Bu asilar sprey ve
icme suyuyla uygulanmaktadir. Kas i¢i uygulamalar1 nadirdir. Intermediate asilar
maternal antikor seviyesi diisiik stiriiler 1.glin sprey seklinde uygulanabilir.
Hastaligin yaygin oldugu bolgelerde ikinci as1 10-14. giinde ve gerekliyse 3. asilama
son asilamay1 takip eden 7-10.giinde yapilabilir (Akan , 2002).

¢) Hot (kuvvetli, intermediate plus) asilar: "Intermediate asilara gére daha
patojendir. Orta ve yiliksek diizeyde maternal antikorlar1 asip iyi bir bagisiklik
saglayabilirler. Kismen immunsupresyon olustururlar, pasajlar sonrasinda virulens
kazanabilirler. IBDV infeksiyonlarinda irtermediate asilarin yarar saglanmadigi,
yuksek oliimlerin goriildiigii bolgelerde, maternal antikor seviyesi orta yiliksek olan
stiriilerde kullanilmasi gereklidir. Hot asinin kullanimi i¢in asilanacak civcivlerin
matemal antikor seviyesi ve heterojenitesi uygun bir serolojik yontemle (ELISA gibi)
saptanmasi immunsupresyon ve virulenste artma gibi bazi problemlerin goriilmesini

ortadan kaldiramaktadir (Akan , 2002).

d) Inaktif agilar: Yag adjuvantli olarak tek bir kombine olarak piyasa
stiriilen agilardir. Canli agilar ile agilanan hayvanlarda olusan bagisikligin etkinligini
ve siiresini uzatmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu asilar genellikle damizliklarda
canli asilarin kullanimindan sonra 16-18. haftalarda injeksiyon tarzinda uygulan-
maktadir. Gerektigi durumlarda baz siiriilerde ve isletmelerde 40-45. haftalarda
tekrarlanmaktadir. Inaktif agilarm kullanilmasi ile iiniform bir antikor diizeyi
saglamak da miimkiin olmaktadir. Giinlimiizde variant susla infeksiyon goriilen
bolgelerde standart suslar ile variant suslardan hazirlanan inaktif asilar da
bulunmaktadir. Asinin inaktif olmasi1 nedeniyle primer immun yanit olusturulmamis
stiriilerde uyarict giiclerinin diisilk ve yavas olmasi, sadece injeksiyon tarzinda
uygulanabilmesi ve pahali olmasi nedenlerinden dolayi, broyler siiriilerde

kullanimisiirhidir (Akan , 2002).



e) Rekombinant asilar: IBD virusunun VP2 antijeni, viral ve maya
hiicrelerinde ekspre edilmis ve elde edilen firiin yiiksek diizeyde immunojenik
bulunmustur. Ancak hazirlanan bu rekombinant asilar heniiz pazara ticari bir {iriin

olarak sunulmamistir (Akan , 2002).

Cikimdan sonraki ilk haftalarda civcivleri koruma zorunlulugu ve yiiksek
enfeksiyon baskisi siki hijyenik Onlemlere ragmen asilamayi kaginilmaz hale
getirmistir. Tim yumurtlama donemi boyunca antikor seviyelerini yiiksek diizeyde
tutmak i¢cin damuzliklar inaktif asilarla asilanmaktadirlar. Cikimdan sonra civcivler
canli agilarla immunize edilirler. Canli asilar maternal antikorlar1 notralize
edebileceginden zamanlamasi biiylik 6nem tasimaktadir. Koruma titreleri siirii i¢inde
epeyce farkliliklar gosterebilmektedir. Yiiksek diizeyde ateniie edilmis as1 suslari
(mild ve intermediate asilar) ile elde edilen immunitenin vvIBDV suslan ile
kirilabilecegi diisiiniilmelidir. Diger taraftan az ateniie edilmis as1 suslar1 (hot asilar)
bursa follikiillerinde lezyona neden olabilmektedir. Ayrica asilanmig tavuklarda

immunsupresyon gozlenebilmektedir.

As1 virusu in vivo sartlarda optimum miktarda antikor ile komplike edilerek
“immun komplex” bir as1 gelistirilmistir (Whitfill ve ark., 1995). Bu as1 in ovo
asilama i¢in kullanilmistir. Immun komplex asinin ¢alisma mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, civcivlerde immunsupresyon etkilerinin azaltilmasina yonelik

olup, daha iyi bagisiklik sagladigi ileri stiriilmektedir.

Tastyici olarak fowl pox virus (Shaw ve Davison, 2000), hindiherpesvirus
(Darteil ve ark., 1995), fowl adenovirus (Francois ve ark., 2001), Marek virusu
(Tsukamoto ve ark., 2002) ve Semiliki Forest virus (Phenix ve ark., 2001)

kullanilarak gelistirilen rekombinant IBD agilar1 da bulunmaktadir.

In vitro olarak gegirilen VP2 (Wang ve ark., 2000 ; Yehuda ve ark., 2000)
veya IBDV’nin virus benzeri partikiilleri (VLP) (Kibenge ve ark., 1999)

immunojenik olarak bulunmustur.



IBDV’ye kars1t DNA asilar1 da gelistirilmistir ancak ticari hale getirilmemistir
(Chang ve ark., 2003; Fodor ve ark., 1999).

Aragtirmacilar patotipik ve antijenik varyant olusturma kabiliyeti sayesinde
her an sahada yeni bir sekli ile ortaya c¢ikan bu enfeksiyonun arastirilmasi,

anlasilmas1 ve koruma stratejileri olusturulabilmesi i¢in arastirmalar yapmaktadirlar.

COST (Coorperation in the field of Scientific and Technological Research):
Avusturya, Belgika, Hirvatistan, Danimarka, Finlandiya, Fransa, Almanya,
Bulgaristan, Irlanda, Italya, Hollanda, Norveg, Polanya, Ispanya, Isveg, Ingiltere’den
olusan tiyeleri ile enfeksiyonun epidemiyolojisi, teshis ve ekonomik etkilerini,
asilama, patogenez ve molekiiler virolojisini arastirmak {izere c¢alisma gruplari

olusturmustur (COST Action 839, 2001)

INCO-DC (International Coorperation with Developing Countries) : Cin,
Belcika, Fransa, Almanya, Bangledes, Hindistan ve Endonezya’y1 kapsayan bir
organizasyon olup, farkli formlardaki IBDV’nun teshis ve epidemiyolojik
yontemlerle daha yeni bilgilere ulagilmasini amaglamaktadir. Buna referans
materyalin seleksiyon ve karakterizasyonu, genomik veri bankalari, patogenez
caligmalari, reverse genetik sistem tarafindan klonlarin yapilandirilmasi ve agilama

caligmalari ile ulasmaya calisilmaktadir (COST Action 839, 2001).

Bu calisma ile Gumboro enfeksiyonu goriilmemis bir kiimese yerlestirilen
ticari broyler bir siiriide uygulanan intermediate bir aginin humoral immunite {izerine

olan etkilerinin arastirilmast hedeflenmektedir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Civciv Materyali: Ulkemizde ki biiyiik bir entegreye ait biiyiitme
kiimesinde calisildi. Daha 6nceden hi¢ gumboro enfeksiyonu gecirmemis bir kiimes
secildi. Kiimese 53.040 adet ( Ross 308 ) broiler tip civciv konuldu. Kesim yagina
kadar ticari yem ile beslendi. Yetistirme bolgesi hastaliktan ari olup, almman diger
biyogiivenlik tedbirleri ile hayvanin kesime kadarki gecen biiyiime donemi i¢inde

tiim verileri (giinliik 6liimler, FCR) kayit edildi.

3.2. Orneklemeler: Cikim giiniinden baslayarak 0.-7.-14.-21.-28.-35.-42.-48.
giinlerde kiimesteki hayvanlardan ortalama 20-30 adet kan alindi. Serumlar ¢ikarildi.

Serolojik inceleme yapilincaya kadar -20 de saklandi.

3.3. Agsilar ve Asilama Programi: Gumboro hastaligina karsi asilamada
Bursa CE (Vineland) IBDV asis1 igme suyu ile verildi. Kullanilan as1 susu
Dr.J.Rosenberger’den 1989 tarinde alinmustur.

Asilama programi ;

. -3.giin; MAREK (HVT)- Merial- inovo

. 0. gin; ND (HB1)+IB (H120) - -sprey

. 8. giin; IBDV(2512) - Vineland - icme suyu

. 10. giin; ND(Clone30) -Intervet - sprey

. 16. giin; IBDV(2512) - Vineland - icme suyu

o 20. giin; ND(Clone30) - Intervet — sprey olarak uygulandi.

3.4. Serolojik Kontrol: ELISA (Enzym-linked immunoSorbent Assay ) ile
yapildi. Bunun i¢in Biocheck Firmasinin Infeksiydz Bursal Hastalig1 antikor test Kiti

(Code:CK113, Lot no:FS4088,exp.date:31/07/2005) kullanildi.

Alinan kan serumlari, Biocheck IBD antikor test kitinin test prosediiriine
uygun olarak islendi. Ayrica asilama programi geregi serumlar Newcastle

(Code:CK116, Lot no:FS4114,exp.date:30/09/2005) ve Infeksiydéz Bronsitis



(Code:CK119, Lot no:FS4121,exp.date:31/10/2005) hastaliklarina karsi da aym

firmanin antikor kitleri kullanilarak programin serolojik degerlendirilmesi yapildi.

Tavuk serum Ornekleri diliie edilerek mikropleyt cukurlarma eklendi. Anti-
IBDV antikorlar1 baglanarak antijen-antikor komplexleri olustururlar. Non spesifik
antikorlar ve diger serum proteinleri yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Alkalin
fosfotaz enzimi ile etiketlendirilmis anti-chicken IgG eklenerek orijinal tavuk IBDV
antikorlarin1 baglarlar. Diger bir yikama islemi ile bu iglevi tamamlamis konjugat
ortamdan uzaklastirilir. pNPP(p-Nitrofenil fosfat) formundaki substrat, kromojen
olarak olarak eklenir. Olusan sar1 renk, serum Orneklerindeki anti-IBDV miktarina

bagli olarak yogunluk gosterir.

Kit i¢inde ; IBDV kaplanmis pleytler (inaktive edilmis viral antijen), konjugat
solusyonu ( koyun anti-tavuk:protein stabilizerleri ile tris buffer icinde Alkalin
fosfotaz, inert red dye, koruyucu sodyum azid), substrat tabletleri ( pNPP tabletleri
substrat buffer ile ¢ozmek tizere), substrat buffer (enzim co-faktdrler ile dietanolamin
buffer), stop solusyunu (dietanolamin buffer i¢inde sodyum hidroksit), serum
orneklerinin diliienti (protein stabilizerleri ile fosfat buffer ve koruyucu sodyum
azid), yikama soliisyonu (Powdered fosfat buffered saline with Tween), negatif
kontrol (Protein stabilizerleri ile fosfot bufferda SPF serumu ve koruyucu sodyum
azid), pozitif kontrol (Fosfat bufferda spesifik IBDV antikorlar1 ve koruyucu sodyum
azid) hazir olarak bulunmaktadir. Ayrica kullanilan diger laboratuar malzemeleri ise;
Hassas pipet ve pipet uglar1,8-12 kanalli pipetler,distile veya deiyonize su , 405 nm
filtreli mikrotitre pleyt okuyucusu ve mikrotitre pleyt yikayicisidir.

IBDV kaplh pleytlerin A1 ve B1 gukurlarina 100 pl negatif kontrol serumu
konuldu. C1 ve D1 gukurlarina 100 pl pozitif kontrol serumu konuldu. Serum
ornekleri 1/500 oraninda dilue edilerek 100’er pl’si diger ¢ukurlara uygun bir sekilde
eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Cukurlarin igerikleri aspire edilerek 3
kez yikama soliisyonu (her bir cukur i¢in 300ul) ile yikandi. Pleytler kurutma
kagitlarina ters cevrilerek fazlaliklar alindi. 100ul konjugat her ¢ukura eklendi ve

oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Tekrar her bir ¢cukur 5 kez yikandi. Her ¢ukura



100ul substrat eklenerek 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak
icin 100pul durdurma soliisyonu ekledi. ELISA okuyucusunda 405nm’de okutularak
veriler kaydedildi.

Negatif kontrol 0,3’iin altinda okunursa ve negatif kontrol ile pozitif kontrol

farki 0,15°ten biiylikse “’test sonucu gegerlidir’’olarak degerlendirilir.

Numunelerdeki antikorlarin roélatif miktarlar1 pozitif kontrol referans S/P

(6rnegin pozitife orani) alinarak ile hesaplandi.

3.5. Sonuglarin yorumlanmasi; Orneklerin S/P (numune/ pozitif) oram 0,2

veya daha biiyiikse anti-IBDV antikorlar1 igeriyor veya sonug pozitiftir denir.
S/P oraninin hesaplanmasi:

Test 6rneklerinin ortalamasi - Negatif kontroliin ortalamasi
= S/P
Pozitif kontroliin ortalamasi - Negatif kontroliin ortalamasi

3.6. Antikor titresinin hesaplanmasi: Asagidaki formiil 1:500 diliisyondaki

bir 6rnegin S/P degerinin en yiiksek titreye orani ile ilskilidir.

Logl0 Titre = 1,1*Log (sp)+3,361

Antilog = Titre

S/P degeri Titre Dagilimi Antikor Durumu
0,149 veya daha diisiik 284 veya daha diisiik Negatif

0,150- 0,199 285-390 Siipheli

0,200 veya daha biiyiik 391 veya daha biiyiik Pozitif

Tiim bu S/P, titre ve genel siirii profili degerleri kit iireten firmalarin sofiware

programlari ile hesaplandi.




4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Klinik Go6zlem: Kuluckahaneden saglikli olarak temin edilen 53,040
adet broiler civciv ile baglandi.Glinlik olarak saglik,yem ve su tiiketimleri
gozlendi.Haftalik canli agrlik dlgiimleri ve FCR hesaplamalar1 yapildi.Onemli higbir
hastalik ve yonetim problemi ile karsilmadi. Ortalama canli agirlik; 2.248 gr., FCR:

1,915, 6liim orant: % 3,81 olarak kesimhaneye gonderildi.

4.1.2. Serolojik Bulgular: Siiriiden alinan kan serum oOrnekleri; ELISA ile

IBDV’ nin yan1 sira IB ve ND i¢in de incelendi.

IBDV antikorlan, 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 ve 50. giinler itibar1 ile sirasiyla
6198, 954, 116, 79, 95, 984, 7775 ve 5700 olarak bulundu. ND antikorlar1 aym
giinler itibart sirasiyla, 7718, 1377, 190, 135, 2808, 4098, 3934, ve 3051 bulunurken
IB antikorler1 sirasiyla 2636, 484, 212, 295, 1106, 4214,3261 ve 4397 olarak

bulundu.

Biocheck firmasimin Ongordiigii tire degerlerine gore IBD ig¢in iki
intermediate as1 uygulamasiin yapildigi siiriilerde, 9000’den biiyiik titre degeri
enfeksiyon siiphesi demektir.CV olarak gosterilen deger, titre degerlerinin siirii
icindeki homojenitesini gostermektedir.Hesaplanan CV degeri ne kadar kiigilikse stirii
titre degerleri agisindan o kadar homojendir veya deger ne kadar biiyiikkse o kadar

heterojendir.



Tabloe 1: Siiriiniin her kan aliminda elde edilen serumlarin IBDV, IB ve ND i¢in yapilan ELISA test

titreleri siirii ortalama sonuglart.

Tarih Siirii yas1  Serum adedi IBDV 1B ND
14.10.2004 1 23 6198 2636 7718
21.10.2004 8 23 954 484 1377
29.10.2004 15 23 116 212 190
05.11.2004 22 22 79 295 135
12.11.2004 29 23 95 1106 2808
19.11.2004 36 19 984 4214 4098
25.11.2004 43 23 7775 3261 3934
02.12.2004 50 26 5700 4397 3051
Ref. Poz. Kont. 1 7880 6149 10000
Grafik 1 IBD, IB ve ND Antikor titrelerinin ¢cikimdan
kesime kadar seyri
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Tablo2: Siiriiniin her kan alim1 dénemine ait IBDV ile ilgili ELISA test sonuglart.

Tarih Siirii yasi Serum adedi IBDV Ort.Titre %CV
14.10.2004 1 23 6198 39
21.10.2004 8 23 954 57
29.10.2004 15 23 116 39
05.11.2004 22 22 79 55
12.11.2004 29 23 95 54
19.11.2004 36 19 984 192
25.11.2004 43 23 7775 46
02.12.2004 50 26 5700 58

Ilgili entegre tesisin farkli kiimeslerinde retrospektif olarak yapilan
degerlendirmeler sonucunda IBDV yoniinden en riskli giinlerin genellikle 17.-40.
giinler aras1 oldugu belirlendi. Hayvanlarin hastaliga en hassas oldugu giinler IBDV
antikor titrelerine bakildiginda, koruma titrelerinin ( ELISA titresi 500) altinda
seyrettigi goriilmektedir. Bu asilama programi ile isletmedeki IBDV ve diger
enfeksiyonlar (IB, ND) kontrol altina alinmistir. Bu sonug, IBDV enfeksiyonununda
humoral bagisikligin pek de Onemli olmadigini, baska bir ifade ile hiicresel

immiinitenin daha etkin oldugunu gostermektedir.



4.2. Tartisma

Gumboro olarak da bilinen infeksiydz Bursal hastalik, 3-6 haftalik civcivlerin
akut bulasici viral bir infeksiyonudur (Lukert and Saif, 1991; Parkhurst, 1964). IBD
ilk kez Cosgrove (1962) tarafindan, bobreklerde yaptigi hasar sebebiyle avian
nephrosis olarak tanimlanmistir. 1970 yilinda avian nephrosisli bir tavugun
bobreginden Gray susu izole edilmistir (Akan, 2002). Baslangigta bu susun IBDV
enfeksiyonunun etkeni oldugu zannedilirken daha sonraki ¢calismalarda Gray susu ile
immunize edilen deneme hayvanlarinin enfeksiydz bursal ajan ile enfekte olduklar
ve Bursa fabricius’ta degisiklikler oldugu goézlenmistir. Boylece Gray virusunun
bobreklerde nefrotoksik etki yapan Enfeksiyéz Brongsit Virus oldugu, Gumboro
hastaligin1 meydana getiren virusun bundan farkli oldugu kabul edilmistir. Hastalik
ilk defa A.B.D.’de Deleware’de Gumboro bolgesinde gorildiigii icin Gumboro
Hastaligi denmistir.

Infeksiydz Bursal hastaliktan korunmada en ¢ok tercih edilen metot
asilamadir. Ozellikle damizlik tavuklarm asilanmasi ¢ok dnemli bir yer tutmaktadir.
Ciinkii agilanmis damizliklardan gelen maternal antikorlar civcivleri erken donemde
karsilagabilecegi immunsupresif infeksiyonlardan korumaktadir. Maternal antikorlar
genellikle civcivleri 1-3 hafta araliginda korumaktadir. Bunun yaninda damizliklarda
bagisikligr yaglhh adjuvan igeren asilarla desteklemek, civcivlerde olusacak pasif
bagisiklig1 4-5 haftaya kadar uzatabilecektir (Baxendale ve Lutticken, 1981: Lucio,
ve Hitchner, 1979). Maternal antikor tasiyan civcivlerdeki aktif bagisikligin
saglanabilmesinde karsilasilan en biiyik problem asilama zamaninin iyi
ayarlanmasidir. Ciinkii, civcivlerdeki maternal antikor seviyeleri, asilama yollar1 ve
asida kullanilan virusun virulensi bunu etkilemektedir. Damizlik siiriiler ve
civcivlerinin antikor seviyelerinin ol¢lilmesi, asilama zamaninin tayininde yardime1

olmaktadir.

Asilarda kullanilan virusun virulensi ve antijenik farkliliklarina gore, canli
asilarda bir¢ok segenek bulunmaktadir. Virulense gore, asilar “mild, mild

intermediate, intermediate, intermediate plus ve hot” olmak iizere



siniflandirilmaktadir. Hot, intermediate ve avirulent suslarin virus nétralizasyon
testine gore antikor titreleri yaklagik olarak sirastyla 1:500, 1:250 ve 1:100°den az
olarak dl¢iilmiistiir (Lucio, ve Hitchner, 1979; Skeeles ve ark., 1979).

Yagli adjuvan igeren inaktif asilar, damizlik siiriilerin hastaliga karsi
bagisikligini desteklemek ve siireyi uzatmak i¢in kullanilir. Ancak, pratik degildir ve
civcivlerde primer cevabin olusturulmasinda tercih edilmezler. Yagli adjuvan iceren
asilar, damizliklarda canli virus asilariyla saglanmis bagisikligin devami igin

kullani1ldiginda daha etkilidirler (Wyeth ve Cullen, 1978).

IB hastaliginda, maternal bagisiklik, c¢iftlik yonetimleri ve uygulama
farkliliklarindan dolayi iilkelerde ulusal bir asilama programi uygulanmamaktadir.
Eger bir broyler ¢ifliginde maternal antikor seviyeleri kayitlarda yiiksek olarak tespit
ediliyor ve bu seviyelerde Onemli degisiklikler goriilmiiyorsa asilamaya gerek
duyulmamaktadir. intermediate asilarda asilama zamani, 7 giin ile 2-3 hafta olarak
belirlenmistir. Eger broyler civcivler 1 gilinliikkken agilanacaksa, as1t Marek hastaligi
asisinin i¢inde verilmelidir. Yagli adjuvan iceren asilar, genellikle 16-18. haftalarda
kullanilir. Kiimeslerdeki antikor titrelerindeki ani diisiislerde damizliklarin tekrar
asilama gerekmektedir. IB hastaliindan korunmada, rekombinant asilar da
gelistirilmektedir, ancak heniiz pazara ticari bir {iriin olarak sunulmamistir (Bayliss

ve ark.,1991; Darteil ve ark., 1995; Fahey ve ark., 1989; Macreadie ve ark., 1990).

Arastirmamizda, -3.giin MAREK, 0. giin ND, 8. giin IBDV, 10. giin; ND, 16.
giin IBDV, 20. giin ND asilama programi uygulanmistir. IBDV antikorlar, 1, 8, 15,
22, 29, 36, 43 ve 50. giinlerde ELISA ile 6l¢iilmiistiir. Ilgili entegre tesisin farkli
kiimeslerinde retrospektif olarak yapilan degerlendirmeler sonucunda genellikle 17.-
40. giinler arasi enfeksiyon riski oldugu belirlenmistir. Hayvanlarin hastalia en
hassas oldugu giinler IBDV antikor titrelerine bakildiginda, koruma titrelerinin ( 250
intermediate as1 i¢in,500 hot as1 i¢in koruma diizeyi) altinda  seyrettigi
goriilmektedir. Ancak, bu asilama programi ile isletmedeki IBDV ve diger
enfeksiyonlar (IB, ND) kontrol altina alinmis bulunmaktadir. Dolayistyla, IBDV



infeksiyonunda humoral bagisikligin yaninda hiicresel bagisikligin da dikkate

alinmasi sonucuna varilmistir.

Erganis ve Orhan (1998), yumurtaci civcivleri Gumboro hastaligina karsi, ilk
24 saat icinde maternal antikor seviyelerini ELISA ile tespit ettikten sonra, 9. giinde
IBDV + 1. Gumboro, 15. giinde 2. Gumboro ve 26. giinde 3. Gumboro asilar1 ile
asilamiglardir. Asilamalan takip eden 32., 49. ve 52. giinlerde ELISA ile antikor
titrelerini  0lgmiislerdir. Arastirmacilar, ilgili kiimeslerin 6nceki donemlerinde
Gumboro hastaligi ¢ikma yasi olan (28. ve 35.) giinlerde antikor titrelerinin koruyucu
seviyede olmadigini tespit etmisler ve antikor titreleri dikkate alindiginda korunmada
hiicresel immunitenin azimsanmayacak Oneme sahip olabilecegi kanaatine
varmiglardir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar, Erganis ve Orhan (1998)’1n elde

ettigi sonuclarla paralellik gdstermektedirler.

Genel olarak humoral immun cevabin, IBD virusu virulensine karst rol
oynadig1 distiniilmektedir. (Lukert ve Saif, 1997; Tsukamoto ve ark., 1995). Bunun
yaninda hiicresel bagisiklikta ozellikle T lenfositlerin oynadigi rol tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, bir¢ok virusa kars1 koruyucu bagisikligin gelistirilebilmesi
icin yeterli diizeyde T lenfosit cevab1 gerekmektedir (Zinkernagel, 1996). IBD virusu
virulensine karsi T lenfositlerin 6nemli bir yer tuttugunu Rautenschlein ve
arkadaglar1  (Rautenschlein ve ark., 2002a ) gostemislerdir. Ayni aragtiricilar,
gelecekte T lenfosit uyarimini arttirarak yeterli diizeyde bagisiklik saglayabilecek
IBDV agilarinin gelistirilmesini savunmaktadirlar. Bazi arastiricilar (Kim ve ark.,
2000; Rautenschlein ve ark., 2002a; Tanimura ve Sharma, 1997 ), bellek T
lenfositlerin virusa karsi tepkide yeterli diizeyde etki olusturacagim1 ve ozellikle
hastaligin akut doneminde olusacak viral replikasyonlari simirlayacaklarini

savunmaktadirlar.



5. SONUC VE ONERILER

Arastirmamizda, ilgili entegre tesisin farkli kiimeslerinde retrospektif olarak
yapilan degerlendirmeler sonucunda genellikle 17.-40. giinler aras1 enfeksiyon riski
oldugu belirlenmistir. Hayvanlarin hastaliga en hassas oldugu giinler IBDV antikor
titrelerine bakildiginda, koruma titrelerinin ( 250 intermediate as1 i¢in,500 hot as1
i¢cin koruma diizeyi) altinda seyrettigi goriilmektedir. Ancak, bu asilama programi ile
isletmedeki IBDV ve diger enfeksiyonlar (IB, ND) kontrol altina alinmis
bulunmaktadir. Dolayisiyla, IBDV infeksiyonunda humoral bagisikligin yaninda
hiicresel bagisikligin da dikkate alinmasi o6zellikle T lenfositlerin oynadigi rol
hakkinda yeni arastirmalarin yapilmasi ve elde edilen sonuglarimizin da bu

arastirmalara 151k tutmasi sonucuna varilmistir.



OZET

Infeksiydz Bursal Hastalik, 3 haftalik veya daha biiyiik civcivlerde goriilen,
infeksiy6z bursal hastalik virusu tarafindan olusturulan akut seyirli ve ¢ok bulasici
bir infeksiyondur. Bu hastalik yiiksek mortaliteye sahiptir. Hastaliktan iyilesen
civcivlerde olusan immunsupresyon, ¢esitli sekonder infeksiyonlarinin olusmasina
ve yapilan asilamalara cevabin azalmasina sebeb olmaktadir. Boylece de tiim diinya

kanatli endiistrisinde dnemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Bu aragtirmada, 53.040 broyler civciv (Ross 308), Gumboro asist (igme
suyu) (Vineland) 8 ve 16. giinlerde asilandi. Antikor titreleri 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43
ve 50. glinlerde ELISA ile tespit edildi. Civcivlerdeki antikor titreleri sirasiyla 2636,
484,212,295, 1106, 4214, 3261 ve 4397 olarak bulundu.

Arastirmanin yapildigi ¢iftlikte hastaligin goriilme zamaninin 17-40. giinler
oldugu go6z Oniinde tutuldugunda, elde edilen antikor titrelerinin 22-29. giinlerde
diisiik oldugu gozlemlenmistir. Antikor titreleri diisiik olmasina ragmen hastaliga

kars1 koruma saglanmaktadir.

Sonu¢ olarak, Gumboro hastaligindan korunmada humoral bagisikligin

yaninda hiicresel bagisikligin da diisiiniilmesi gerekmektedir.



SUMMARY

Infectious bursal disease (IBD), caused by infectious bursal disease virus
(IBDV), is an acute and highly contagious disease in chickens 3 weeks of age and
older. It causes high mortality and immunosuppression in recovered chickens leading
to a variety of secondary infections and a decreased response to vaccinations, which
results in an important economic impact to the poultry industry worldwide.

In this study, 53.040 broiler hens (Ross 308) were immunized with Gumboro
(drinking water) vaccine (Vineland) in 8 and 16 day age. Antibody titers were
determined by ELISA 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 and 50 day. Antibody titers for
chickens were found 2636, 484, 212, 295, 1106, 4214, 3261 and 4397, respectively.

As the infection was observed in the broiler farm between 17 and 40 days, the
antibody titres obtained from the samples were low between 22 and 29 days.
Although the antibody titres were found to be low, an immunological defense was
observed.

As a result, a cellular defense mechanism should also be considered together

with humoral defece mechanism against Gumboro Disease
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OZGECMIS

1974 Gaziantep dogumluyum. 1997 yilinda Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesinden mezun oldum. 1997-2000 yillar1 arasinda kanath sektoriiniin 6nde
gelen bir entegrasyon firmasinda teknik yonetici kadrosunda ¢alistim. 2001 yilinda
kanath sektoriine ELIZA test sistemleri pazarlayan bir firmada teknik eleman olarak
gorev yaptim. 2002 yilndan itibaren esimle beraber kanatli sektoriine hizmet veren

bir firma kurduk ve halen bu isi siirdiirmekteyiz.

Yabanci dil olarak ingilizce bilmekteyim. Evli ve bir cocuk annesiyim.



Sekil 1: Incelenen 6rneklerin, ND acisindan ELISA test sonugclari 1

Sekil 2: Incelenen 6rneklerin, ND agisindan ELISA test sonuglar1 2




Sekil 3: Incelenen 6rneklerin, IB acisindan ELISA test sonuglar 1

Sekil 4: Incelenen drneklerin, IB agisindan ELISA test sonuglari 2




Sekil 5: Incelenen 6rneklerin, IBD acisindan ELISA test sonuglari 1

Sekil 6: Incelenen drneklerin, IBD agisindan ELISA test sonuglari 2




Sekil 7: Arastirmada kullanilan ELISA test kitlerinin gortiniimii
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