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OZET

Aydin Z. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Patoloji
(Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Bu tez calismasi, Infeksiyoz bursal hastalik ateniie immunkompleks virusu
(IBDV) ile asilanmig civcivlerde sekillenen patomorfolojik degisiklikleri ve viral antijenin
immunohistokimyasal dagilimini saptamak amaciyla yapilmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada IBDV asisi ile asilanmig 55 adet civcivin histopatolojik ve
immunohistokimyasal bulgular1 incelenmistir. Hayvanlara 1, 3., 5., 10., 20., 30. ve 40.glinlerde
Otanazi uygulanmis, nekropsileri gergeklestirilmis, alinan doku 6rnekleri formol soliisyonunda
tespit edilmis ve alkollerde dehidre edilerek parafinde bloklanmigtir. Mikrotom ile 4 pum
kalinhiginda alinan kesitler hematoksilen ve eozin ile boyanarak 1sik mikroskobik incelemeleri
gerceklestirilmistir. Immunohistokimyasal incelemede kullanilan IBDV antikoru, Yeni
Zelenda Albino tavsanindan elde edilmistir. Immunohistokimyasal inceleme igin, seri kesitlere
avidin-biotin immunoperoksidaz metodu uygulanmustir.

Bulgular: Histopatolojik incelemede, Bursa fabricius’ta 6dem ve lenfositlerde karyolizis,
karyoreksis ve karyopiknozis ile karakterize nekrotik degisiklikler, dalakta ise as1 uyarimina
iliskin primer lenfoid folikiil olusumlar1 gozlendi. Immunohistokimyasal incelemede, IBDV
antijeni en yogun olarak Bursa fabricius, timus, kemik iligi ve daha az olarak da dalakta tespit
edildi.

Sonug: Ulkemizde en sistemli hayvanciligin gerceklestirildigi kanatl sektdriinde IBDV
asisina iliskin doku hasarlarinin diizeyi ve rejeneratif yanitin incelendigi ve yorumlandigi bu
calismada, elde edilen sonuclarin klasik yiiksek virulensli IBDV asilarna gore nekroz
siddetinin orta diizeyde kaldig1 ve rejeneratif yanitin da giiglii oldugu kaydedilmistir. Dalaktaki
antijenik uyarim ve B lenfosit aktivasyon alanlarini gdsteren primer folikiil olusumlarmin
yeterli diizeyde goriilmesi, hayvanlarin as1 virusuna iyi yanit verdiginin gostergesi olarak
degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Asilama, Civciv, Infeksiyoz Bursal Hastalilk Virusu (IBDV),

Immiinohistokimya, Patoloji



ABSTRACT

Aydin Z. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Pathology
(Veterinary) Master’s Thesis, Aydin, 2024.

Objective: This thesis study aims to determine the immunohistochemical distribution of viral
antigen and macroscopic and histopathological findings, in chicks vaccinated with Infectious
bursal disease attenuated immunocomplex virus (IBDV).

Materials and Methods: In the study, histopathological and immunohistochemical findings of
41 chicks vaccinated with IBDV vaccine were examined. The animals were euthanized on the
1st, 3rd, 5th, 10th, 20th, 30th and 40th days, necropsies were performed, the tissue samples
taken were fixed in formol solution, dehydrated in alcohols, and blocked in paraffin. Sections
of 4 um thickness were taken with a microtome and stained with hematoxylin and eosin for
microscopic examination. The IBDV antibody used in the immunohistochemical examination
was obtained from a New Zealand Albino rabbit. For immunohistochemical examination, the
avidin-biotin immunoperoxidase method was applied to serial sections.

Results: In histopathological examination, edema and necrosis characterized by karyolysis,
karyorrhexis and karyopyknosis in lymphocytes were observed in the bursa fabricius, and
primary follicle formations related to vaccine stimulation were observed in the spleen tissue. In
immunohistochemical examination, IBDV antigen was observed most intensely in bursa
fabricius, thymus, bone marrow and to a lesser extent in spleen.

Conclusion: In this study, in which the level of tissue damage and regenerative response due
to IBDV vaccine were examined and interpreted in the poultry sector, where the most organized
animal husbandry is carried out in our country, it was noted that the severity of necrosis
remained moderate and the regenerative response was strong compared to classical high
virulence IBDV vaccines. Adequate levels of primary follicle formation showing antigenic
stimulation and B lymphocyte activation areas in the spleen were considered as an indication
that the animals responded well to the vaccine virus.

Key Words: Chick, Immunohistochemistry Infectious Bursal Disease Virus (IBDV),

Pathology, Vaccination



1.GIRIS

Gumboro (Infeksiydz Bursal Hastalik), geng tavuklarda esas olarak Bursa fabricius’taki
B-lenfositleri etkileyen ve bunun sonucunda siddetli immunsupresyona neden olan akut, viral
bulasici bir hastaliktir (Killian ve digerleri, 2017). Gumboro ilk kez 1962 yilinda Amerika’nin
“’Deleware’’ eyaletinin Gumboro bolgesinde gdzlemlendigi i¢in hastaliga bu isim verilmistir.
Hastalik ilk zamanlarinda enfeksiyona yenik diisen kanatlilarda ileri derecede bobrek lezyonlar:
tespit edilmesi nedeni ile “avian nephrosis’’ olarak isimlendirilmistir (Eterradossi ve Salif,
2020). Gumboro hastaligma en duyarh kanathlarin basinda pilicler gelir. Ordekler, hindiler ve
deve kuslar1 bu hastaliga karsi1 duyarli olsalar bile klinik olarak direnglidirler (Lukert ve Saif,
1997; McNulty ve digerleri, 1979). Bu hastaligin ekonomik 6nemi kendini iki yolla gosterir;
birincisi, baz1 virus suslar1 3 haftalik civcivlerde ve daha yashilarda %60’a varan Gliimlere
sebebiyet verebilir. ikincisi ve daha 6nemlisi, erken yasta enfekte olanlarin uzun streli
immunsupresyondan kaynakli sekonder enfeksiy6z hastaliklara karsi yatkinhigm artmasi ile
kendini daha siddetli sekilde belli etmektedir (Miiller ve digerleri, 2003; Eterradossi ve Saif,
2020). Infeksiydz Bursal hastalik virusu (IBDV) Birnaviridae familyasmm Avibirnavirus
genusunun iyesi olup zarfsiz, onu dis ortama olduk¢a direngli kilan ¢ift iplik¢ikli RNA
segmentinden olusur (Boudaoud ve digerleri, 2016). IBDV izolatlar1 incelendiginde antijenik
Ozellikleri bakimmdan 2 farkli serotip tespit edilmistir. Bunlar serotip 1 ve 2 olarak
tamimlanmustir (Sapats ve digerleri, 2000). IBDV i¢in bes viral protein belirlenmistir. Bunlar
sirastyla VP1-VP2-VP3-VP4 ve VP5’tir. VP1, viral RNA’ya bagimli RNA polimerazdir. VP2,
bir kapsid proteinidir ve yapisaldir. Ayni1 zamanda kanathilarin koruyucu bagisikliginda en ¢cok
tercih edilen proteindir. VP3, yapisal bir protein olup diger tiim virus partikullerinin
komponentleriyle etkilesime girer ve replikasyon, kapsiillenme ve morfogenezde kritik rol
oynar. VP4, yapisal olmayan ve VP2 proteinlerinin olgunlasmasinda biiyiik rol oynar. VP5’in
etkisi son zamanlarda anlagilmis olup daha ¢ok virusun sagiliminda etkisi oldugu
diistiniilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Virus bircok dezenfektana karsi direng
gostermektedir. Ph 12’de inaktive iken, Ph 2’de ise halen aktiftir (Akan, 2002). Hastalik
genellikle ti¢ haftalik yastan kiigiiklerde subklinik seyreder. Enfeksiyon 6zellikle 3-6 haftalik
yas araliginda kritiktir. Ciinkli bu donemde maternal bagigiklik gerilemis ve olgunlasmamis B

lenfositler gelismekte olan Bursa fabricius’ ta birikim gostermistir. Enfektif hayvanlarda 2-3



gunlik inkubasyonu takiben halsizlik, ishal, tremor, inkoordinasyon, dehidrasyon gibi klinik
belirtiler mevcuttur (Yesilbag, 2021). Makroskobik olarak, dehidrasyon, gogiis ve arka bacak
kaslarinda petesiyal tarzda kanamalar, bobrek lezyonlari(siskindir) ve bagirsakta mukus artisi
yaygin goriilen lezyonlardandir. Bursa fabricius’ta enfeksiyonu takiben 3.giinde, yangisal
O6demden dolayi, boyut ve agrlikta artis meydana gelir. Bursa fabricius 4.gun itibariyle
genellikle normal agirhiginin iki katina ulasir ve ardindan 8.glinde normal agirliginin yaklagik
olarak {igte birine ulasir. Bazen Bursa fabricius plikalar1 boyunca yaygin tarzda petesiyal ve
ekimotik tarzda kanamalar gd6zlemlenebilir. Mikroskobik olarak, bursa folikillerinin
medullasinda B lenfositlerin dejenerasyonu ve nekrozu goriiliir. Bunun haricinde hiperemi,
heterofil infiltrasyonu ve siddetli 6dem mevcuttur. 4.haftadan itibaren yangisal reaksiyonun
siddeti azalir ve nekroz alanlar1 fagosite edilerek temizlenir ve lenfoid folikiillerin medullasinda
kistik kavitasyonlar olusur (Teshome ve digerleri, 2015). Bursa fabricius’taki lezyonlar
karakteristiktir, histopatolojik incelemelerle ile immunohistokimyasal incelemeler beraber
kullanildiginda tan1 dogrulanmaktadir. Ozellikle “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”
(ELISA) ve Virus Nétralizasyon testi (VN)’ tan1 amagli kullanilmaktadir (Jackwood ve Saif,
1987).

Klasik ateniie IBD virus asis1 da dogal IBD viruslar gibi, bu organlarda replike olarak
Ozellikle Bursa fabricius’ta ciddi doku hasarina yol agarak immunsiipresyona neden olur. Bu
immunsiipresyon basta infeksiyoz bronsitis (IB) ve diger kanatl patojenlerine kars1 siiriiyli
duyarl hale getirebilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Asinin bu olumsuz yoniinii bertaraf
etmek i¢in bilim insanlari, IBD virusunun VP2 antijen gen bdlgesini, Marek as1 virusunun (bir
herpes virus) genine entegre edilmesiyle vektor asilar gelistirilmistir (Eterradossi ve Saif, 2020;
Zahid ve digerleri, 2018). Onceki saha deneyimlerimiz ve literatiir bilgiler cercevesinde
edindigimiz veriler; sunulan tez calismasinda yer alan immunkomleks IBDV asis1 ilk kez
deneysel bir ¢alismaya hipotez olusturmustur. Sunulan bu tez ¢alismasi ile immunkompleks
IBDV’u ile asilanmig civcivlerde viral antijenlerin immunohistokimyasal lokalizasyonlarini
histopatolojik bulgular esliginde belirlemek ve hastaligin patogenezisine katkilar sunulmasi

amaclanmustir.



2.1. Etiyoloji

Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), yaklasik 55-60 nm capimda ikosahedral
simetriye sahip, kapsulli ve zarfsiz bir virustur (Teshome ve digerleri, 2015). IBDV,
“Birnaviridae” familyasmin “Avibirnaviridae” genusunun bir Uyesi olup, ¢ift sarmalli RNA
yapisina sahiptir ve linear tarzda 2 segment (A ve B) icermektedir (Tablo 1, Sekil 1). A segmenti

hedef organa tropizm tasirken, B segmenti ise virus replikasyonundan sorumludur (Teshome

2. GENEL BILGILER

ve digerleri, 2015; Zierenberg ve digerleri, 2003).

Sekil 1. IBDV’nin morfolojik yapis1 (Wagari, 2021).

Birnaviridae familyas1 tavuk, balik ve bocekleri etkileyen cinsleri de icermektedir

(Teshome ve digerleri, 2015).

Birnaviridae Familyasima ait genuslar ve etkiledikleri tirler

Tablo 1. Birnaviridae Familyasi

GENUS TUR KISALTMA | ETKINLENEN
TUR
Aquabirnavirus Infectious Pancreatic | IPNV Baliklar,
Necrosis Virus Yumusakealar
ve Kabuklu
deniz canlilar1
Avibirnavirus Infectious  Bursal | IBDV Kanatlilar
Disease Virus
Entomobirnavirus Drosophilia X Virus | DXV Bocekler




IBDV izolatlar1 incelendiginde antijenik 6zellikleri birbirinden farkl iki serotipin varlig1
tanimlanmistir. Serotip 1 ve Serotip 2 olarak adlandirilan bu suslar, virus nétralizasyon (VN)
testi ve elektroforetik olarak birbirlerinden ayrilirken, floresan antikor testi (FAT), agar jel
presipitasyon (AGP) ve ELISA ile birbirinden ayirt edilemezler (Sapats ve digerleri, 2000).

Virus genomunun 5 adet viral polipeptidi mevcuttur. A segmenti VP2-5, B segmenti VP1
ile kodlanir. VP2 ve VP3 viriondaki en biiyiik yapisal proteinleri olusturmaktadir. Bu nedenle
VP2, kanatlilarm koruyucu bagisikliginda en ¢ok tercih edilen viral polipeptittir. VP1 proteini
yaklagik olarak 90 kD, VP2-VP5 proteinleri yaklasik olarak sirasiyla 41 kD, 32 kD, 28 kD ve
21 kD molekiiler agirhigina sahiptirler (Akan, 2002, Lukert ve Saif, 1997).

VP1; viral RNA polimeraz olarak virionda az miktarda bulunur. Serbest poliprotein ve
genoma bagli poliprotein olarak bulunur ve diger viral RNA polimerazlar gibi orjinal bir
organizasyon sergiler (Kibenge ve Dhama, 1997; Eterradossi ve Saif, 2020). Viral partikullerin
kapsullenmesinde anahtar rol oynadig: diistiniilmektedir (Killian ve digerleri, 2017).

VVP2; bir kapsid proteinidir (Eterradossi ve Saif, 2020). Antikorlarin notralizan antikor
olusumunu saglayan ve serotipe 6zgiilliigii saglayan antijenik alanlar icerir (Fahey ve digerleri,
1989). Yiksek dizeyde hidrofobik olup tim notralize edici monoklonal antikorlarin
immunopresipitasyon reaksiyonlarinda gozlenebilir, fakat Western Blotta gozlenmez (Oppling

ve digerleri, 1991a, Schnitzler ve digerleri, 1993, Van den Berg ve digerleri, 1996).

VP3; diger tiim virus partikillerinin komponentleriyle etkilesime girer ve virionlarla
birlikte replikasyon, kapstllenme ve morfonogenezde kritik rol oynar. VP3 virionun yiizeyinde
serbest halde kalmaz aksine dsRNA ile filamentli yapilara sikica baghdir ve viral polimeraz
aktivitesini destekler. VP3 C-terminal aminoasitlerini i¢erir ve bu durum VP2’nin uygun
simetri ile kapsidlere dogru birlestirilmesinde yine kritik dneme sahiptir (Eterradossi ve Saif,
2020). Notralize etmeyen antikorlar tarafindan grup spesifik antijen olarak taninir ve her iKi
serotip 1 ve serotip 2 icinde kros reaksiyon verir (Becht ve digerleri, 1988; Opling ve digerleri,
1991a).

VP4; kiigiik ve yapisal olmayan bir polipeptiddir. Viral proteaz olarak VP2a, VP3 ve
VP4’{in tiretilmesinde gorev alir (Azad ve digerleri, 1987). Bilinen diger protezlar ile kiigiik
benzerlikler gdstermesine ragmen, spesifik proteolitik aktivitesi tespit edilmistir (Hudson ve
digerleri, 1986). Ozellikle VP2 kapsid proteinlerinin maturasyonunda biiyiik rol oynamaktadir
(Eterradossi ve Saif, 2020).



VP5; ilk kez IPNV (infectious pancreatic necrosis virus) partikiillerinde tanimlanmistir
(Haverstein ve digerleri, 1990). Yapilan c¢alismalarda IBDV ile enfekte hiicrelerde
identifikasyonu yapilmistir (Mundt ve digerleri, 1995). Viral yapiya katilimi ile ilgili bir net
bilgiler heniiz mevcut degildir. Bu viral protein daha ¢ok diizenleyici fonksiyona sahip olup
virusun iginde bulundugu hiicreyi yikimlayip disari salinimi ve yayilmasinda anahtar rol
oynamaktadir (Mundt ve digerleri, 1997). VP5’in virusu serbestlestirme ve yayilmasindaki
diizenleyici faktoriiniin yani sira enfeksiyonun erken evrelerinde anti-apoptotik fonksiyonu da

mevcuttur (Eterradossi ve Saif, 2020).

2.2 Virus Replikasyonu

Birnavirus'larin replikasyonu ile ilgili biyokimyasal reaksiyonlar hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Calismalar virusun, inokulasyonundan 75 dakika sonra tavuk embriyo bébrek
hiicrelerine tutundugunu gostermistir. Tavuk embriyo hiicrelerinde virusun cogalma siklusu 10-
36 saattir ve latent periyod 4-6 saattir. Vero ve BGM-70 hucrelerinde daha uzun (48 saat) bir
cogalma siklusu bildirilmistir. Viral polipeptidler, in vitro olarak iiretilen tavuk bursal lenfoid
hlcrelerinde ve kiiltiir ortamlarinda, enfeksiyondan sonra sirasiyla 90 dakika ve 6 saatte
saptanmustir (Akan, 2002; Lukert ve Saif, 1997).

Serotip 1 ve 2 IBDV, farkli hiicre tipleri tizerinde her iki serotip i¢in ortak olan ve serotipe
0zgi olan birkag reseptdr kullanabilir. Bununla birlikte, Vero hiicrelerine uyarlanmis veya
adapte edilmemis IBDV suslarinin ayni reseptore baglandigi gosterilmistir. Bu, hiicre
kiiltliriinde ¢ok virulent (vvIBDV) IBDV’nin hazirlanmasima yonelik bazi engellerin baglanma
asamasinin 6tesinde mevcut olabilecegini diisiindiirmektedir. Virulent IBDV i¢in reseptor, [gM
tagtyan olgunlasmamis B lenfositlerde eksprese edilen bir N-glikozil iceren bir membran
proteinidir. Yiizey IgM tavuk 1si-sok proteini 90a ve a4f1 integrin heterodimerinin A hafif
zinciri, sirasiyla Avian DT40, Avian DF1 ve Murin 3T3 hiicre dizilerinde IBDV reseptoriiniin
parcalar1 olarak tanimlanmistir. a4flintegrini, tiim IBDV suslarinda VP2’nin maruz kalan
bolgesinde korunan bir integrin baglama motifi ile etkilesime gir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Bagli IBDV partikiillerinin i¢eriye alinmasi, birkag hiicresel faktore bagl olan klatrin-
bagimsiz bir endositoz mekanizmasi ile gerceklesir. Ca*? iyonlarmn viriis partikiiliiniin yapisi
Uzerinde stabilize edici bir etkisi vardir. Endozomal ortamdaki diisiikk konsantrasyonlari, virus
partikiiliiniin kompakt yapisinin kaybmi tetikler ve “pep46” salinimini tesvik eder. Pep46,
IBDV infektivitesi igin kritik bir siire¢ olan porlar olusturarak endozomal membranin dengesini

daha da bozmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020).



Infeksiyoz Bursal Hastalik virusu ile enfekte olmus Bursa fabricius’ ta viral replikasyon,
lenfoid hicrelerin apoptozu, yangisal degisiklikler ve atrofi ile iligkilidir (Killian ve digerleri,
2017).

Viral RNA sentezinin mekanizmasi tam anlagilmamigs olmakla birlikte bir dsRNA-
bagimli RNA polimeraz, VP1-5 proteinler ve genom-bagli proteinlerin rol oynadigi
gosterilmistir. Bu durum da virusun bir iplik degistirme mekanizmasi ile niikleik asidini
kopyaladigini gostermektedir. IBDV bir “kopyalama” mekanizmasi ile tamamlayici bir zincirin
sentezini baglatmak i¢in bir IBDV pozitif iplik sablonunun yeni sentezlenen RNA bolgelerini
spesifik olarak kullanir. Bu durum da transkripsiyon ve replikasyonun, virusun kapsid digina
¢ikmadan hicre penetrasyonunun ardindan meydana geldigini gostermektedir. Poliadenile
edilmemis mRNA’larm, muhtemelen IBDV kapsidinde bes katli simetrik eksende yer alan
porlardan eksprese edildigi varsayilmistir (Eterradossi ve Saif, 2020).

VP1 ve 6karyotik translasyon baslatma faktorii 4All arasinda bir etkilesim mevcuttur; bu
iliski VP1’in RNA translasyonunda da rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Enfekte
hiicrelerde poliprotein birikiminin olmamasi, onun es-¢eviri bdliinmesini diisiindiiriir.
Halihazirda IBDV partikiillerinin yerlesimi viral proteinler kapsamaktadir; VP1 biiylik
olasilikla 6nce baska bir birnavirus olan IPNV’de agiklandig1 gibi virus RNA’s1 ile etkilesime
girer. VP3 daha sonra Pvp2, VPI ve viral genomla etkilesime girer, bdylece virion
morfonogenezi ve kapsiillenmesinde kritik bir saperon rolii oynar. Pvp2’nin son karboksi-
terminal peptitlerinin seri boliinmesiyle nihai olgunlasmasi, virus kapsidi i¢inde gerceklesir

(Qin ve Zheng, 2017; Eterradossi ve Saif, 2020).

Virus partikilleri, enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmasinda birikir. Bu, VP5’in kaspazlar
ve NF-KB yollarina miidahale ederek enfeksiyonun erken evrelerinde apoptozu onlemesi ile
bilinir. Bununla birlikte, VP5 ve/veya VP2’nin, enfekte hiicrelerde apoptozu indiikledigi de
rapor edilmistir. Enfekte hiicrelerin zarinda VPS5 aracili por olusumu, virus salinimma katkida

bulunacaktir (Eterradossi ve Saif, 2020).



2.3. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Duyarhhk

Virus dezenfektanlara kars1 uzun siire direnclilik gosterebilme 6zelligine sahiptir. Etken,
eter ve kloroform ile muameleye direncli bulunmus, pH 12'de inaktive edilmis, pH 2'de
etkilenmemigtir. 6 °C'de 5 saat, 60 °C'de 30 dakika canliligini korur. Virus, 30 °C'de 1 saat
%0,5'lik fenol ve %0.125'lik thimerosaldan etkilenmemistir. Virus infektivitesinde 6 saat
boyunca %0,5'lik formalin uygulandiginda 6nemli bir azalma gdzlenmistir. Buna karsin
formalin, kloramin ve iyot bilesikleri IBDV'ye etkin bulunmustur (Akan, 2002; Lukert ve Saif,
1997).

Fumigant olarak metil izotiyosiyanath bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarini igeren,
%0.05 sodyum hidroksitli ticari sabunlarla 1 saat temas sonucunda kontamine altliktaki
IBDV’yi inaktive edebildigi ya da virusu giiclii bir sekilde inhibe ettigi gbzlemlenmistir. 70, 75
ve 80 °C’de isitilan bursal homojenatlarda IBDV, swrasiyla 18.8, 11.4 ve 3 dakika
dayanabilmistir. FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onaylanan maksimum seviye
olan 3.0 kikogray gama i1g1masi, asinin veya veya patojenik IBDV suslarinin titresini 6nemli
Olclide azaltmadigr kaydedilmistir. Bu virusun dayanikli yapisi, kapsamli temizlik ve
dezenfeksiyon prosediirleri izlendiginde bile kalici kalmasinin bir nedenidir (Eterradossi ve
Saif, 2020).

2.4. Molekiler Genetik Tipler ve Gen Dizilimi

IBDV’nin farkli izolatlarmi1 gruplamak i¢in genetik teknikler kullanilmaktadir. Bu
teknikler, duyarliliklari, zaman kazanimmlari, ham veya inaktive numuneler iizerinde
kullanilabilmeleri nedeniyle popiiler hale gelmistir. En yaygin olarak kullanilan prosediir,
cogunlukla “VP2 degisken alanin1” kodlayan genomik bolgeye uygulanan ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu/baskilayici enzimi parca uzunlugu polimorfizmlerdir (RT-
PCR/RFLP). IBDV suslarinin segment B kisitlama profillerine gore molekiiler gruplandirilmasi
icin bir RT-PCR/RFLP yaklagimi da uygulanmaktadir. Halihazirda tarif edilen molekiiler
gruplar, antijenik veya koruyucu gruplara karsilik gelmemektedir ve bu smiflandirmanin

onemini yorumlarken dikkatli olunmalidir (Eterradossi ve Saif, 2020).



2.5. Antijenite

IBDV’nin virus notralizasyon testi ile iki serotipi belirlenmistir. Serotip 1 patojenik susu
icermektedir. Serotip 2 hindilerden izole edilmis olup hastaliga neden olmadig1 gibi tavuklarda
serotip 1’¢ karst korumayi da saglamamaktadir. Antijenik varyant suslar Amerika’da
bildirilmistir (Synder ve digerleri, 1988). Orta Amerika (Jackwood ve Sommer, 1999) ve
Avustralya’da (Spats ve Ignjotovic, 2000) tespit edilen vakalar bulunmaktadir. VP2 de bulunan
antijenik bolge antikorlarin ndtralizasyonunu uyarmaktadir (Becht ve digerleri, 1988; Heine ve
digerleri 1991). Serotip 1 iginde niikleotid ile karsilastirildiginda VP2 nin kodlandig1 bolgede
farkliliklar oldugu ve degisken VP2 (hyper) bdlge olarak tasarlandig1 gézlenmektedir (Bayliss
ve digerleri, 1990). Bu durum kagak mutantlarin gelisimini (Oppling ve digerleri, 1991a)
aciklamaktadir. Grup ve notralize olmayan serotip spesifik epitoplar temel olarak VP3’te
lokalize olmustur (Oppling ve digerleri, 1991b). VP2’ nin degisimleri ile ortaya ¢ikan IBDV
suslar1 Avrupa, Afrika ve Asya’da ayni zamanda ortaya ¢ikmis olup ayni grupta yer aldig1 (Cao
ve digerleri, 1998;Chen ve digerleri, 1998;Pitccovski ve digerleri, 1998; Zierenberg ve
digerleri, 2001), antijenik ve genetik yapilarmin benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir (Islam
ve digerleri, 2001a).

IBDV serotip 1 ve 2 arasinda sadece %30 oraninda antijenik bir akrabalik vardir. Hatta
serotip 2’nin iki susu arasida sadece %33’liik bir antijenik iliski rapor edilmistir, bu durum da
serotip 1 viruslerininkine benzer bir antijenik ¢esitliligi gosterir (McNulty ve digerleri, 1988).

Iki serotip, viriis ndtralizasyon (VN) testleri ile ayirt edilebilirken, floresan antikor testleri
veya Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) ile ayirt edilemez. Serotip 2’ye karsi
bagisiklik, tekrar serotip 1’1 korumaz (Ismail ve digerleri, 1988). Tersi durum i¢in ayn1 sekilde
bahsedilemez ¢linkii saha da virulant bir serotip 2 yoktur. Serotip 2’nin ilk izolatlar1 hindilerden
kaynaklanmistir, ancak sonraki caligmalar serotip 2 viruslarinin tavuklardan da izole
edilebilecegini ve serotip 2 IBDV’lere kars1 antikorlarin hem tavuklarda hem de hindilerde
yaygin oldugunu gostermistir (Jackwood ve digerleri, 1982; Ismail ve digerleri, 1990; Salif,
1984).

Serotip 1’in varyant viruslar1 tanimlanmistir (Rosenberg ve Cloud, 1985; Saif, 1984). O
sirada mevcut olan as1 suslari, orijinal serotip 1 izolatlarindan (su anda klasik viruslar olarak
adlandirilir) antijenik olarak farkli olan varyantlara karsi tam koruma saglamamaktadir. 13
serotip, 1 as1 veya saha susu arasinda capraz notralizasyon ile 6 alt tip ayirt edilmistir. Alt
tiplerden biri, varyant izolatlarinin tiimiinii icermektedir. Maternal antikorlar (mAB)

kullanilarak, alanda serotip 1 viruslarinda biiyiik bir antijenik kaymanin olusabilecegi
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gozlenmigtir. Siralama caligmalari, varyant viruslarmmda gozlemlenen antijenik degisiklerle
iliskili olan “VP2 hidrofilik tepe noktalarinda” birka¢ aminoasit degisikligi tanimlanmistr.
Varyant viruslar1 ¢agristiran Avustralya ve Avrupa suslari da tanimlanmigtir ancak bunlar
genetik ve antijenik olarak Kuzey Amerika varyant viruslarindan farklidir. Antijenik
varyasyonun ¢apraz koruma tizerindeki etkisi, bu Avustralya ve Avrupa viruslari i¢in daha az
belgelenmistir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Ik olarak Avrupa’da tanimlanan vvIBDV (yiiksek derecede patojenik) suslarinin, klasik
serotip 1 viruslarna antijenik olarak benzer oldugu gdsterilmistir. Yani, su anda iy1 belgelenmis
olarak 3 antijenik tip vardir. Bunlar klasik (standart) ve varyant serotip 1 ve serotip 2
viruslaridir. Bu 3 antijenik tipin alt tipleri de mevcuttur (Abdel-Alim ve Saif, 2001; Box, 1989;
Chettle ve digerleri, 1989; Eterradossi ve digerleri, 1992).

2.6. LABORATUVAR KONAK SISTEMLERI

2.6.1. Tavuk Embriyolan

Baslangigta, ¢ogu bilim insan1 virusu izole etmekte ve tavuk embriyolarmi kullanarak
virusu seri olarak pasajlamakta giicliik ¢cekiyorlardi. Devaminda gelen ¢alismalar, bu zorluklar1
azaltabilecek tli¢ faktorii ortaya c¢ikardi; 1-Hastaliktan kurtarilan siiriilerden elde edilen
embriyolu yumurtalar, virusun gelismesine kars1 olduke¢a direngliydi, 2- Erken virus gegisinde,
allantoembriyonik sivi (AAF) ¢ok diisiik virus igerigine sahipken, korioallantoik membran
(CAM) ve embriyo ¢ok daha yiiksek ve neredeyse esit virus igerigine sahipti, 3- Asilama yollar1
olarak allantoik kese, vitelliis kesesi ve CAM’1n karsilastirilmasinda virus titreleri bakimindan
korioallantoik membran digerlerine gore daha yiiksek bulunmustur (Karadas ve Metin, 1994;
Eterradossi ve Saif, 2020). Embriyoya uyarlanmis bir virusun, inokulasyondan 72 saat sonra
tepe noktasma ¢iktig1r bildirilmistir. Virusun 10 gilinlik embriyonlasan yumurtalara
enjeksiyonu, inokulasyondan 3 ila 5 gin sonunda 6limle sonuclanmaktadir (Eterradossi ve
Saif, 2020). Embriyoda gozlenen lezyonlar, karin bolgesinin 6demi, ozellikle tily yollari
boyunca kutandz tikanikliklar ve petesiyel kanamalar, karacigerde kiiciik odaklar seklinde
nekrozlar ve son asamalarinda ekimotik kanamalar, kalbin soluk “yar1 kaynatilmig” goriintimti,
bobreklerde obstriiksiyon ve koagiilasyon nekrozu gozlenmistir (Eterradossi ve Saif, 2020).
CAM’da plak olusumu gozlenmemistir ancak zaman zaman kii¢iik hemorajik alanlar1 gormek

mumkundir (OIE, 2004; Abdel-Alim ve Saif, 2001; Rosenberg ve digerleri, 1985a).



Virus, kanatli ve memeli eritrositlerini hemaglutine etme 6zelligine sahip degildir. IBDV
virusunu embriyolu tavuk yumurtasinda (ETY) ve doku Kkiiltiiriinde iiretmek olasidir.
Izolasyonda kullanilacak ETY'larinin IBD yodniinden asisiz ve hastaliksiz tavuklardan elde
edilmesi oldukca 6nem arz etmektedir. Virusu Uretmede inokulasyon icin ETY'lerin koriyo
allantoik membrani en duyarly, vitelliis kesesi (yumurta sarisi) orta ve koriyo allantoik kese ise
az duyarlidir. Virus izolasyonu amaciyla kullanilan embriyolu yumurtalarin embriyolarinda,
inokulasyondan sonra 3. gtinden 5. giine kadar 6limler gorulmektedir. Embriyoda gdzlemlenen
makroskopik lezyonlar, abdominal bdlgenin 6dematdz siskinligi, kutandz konjesyon ve
Ozellikle de tiy yollar1 boyunca sekillenen petesiyal kanamalar, ayak eklemlerinde ve serebral
bdlgede ender olarak goriilen kanamalar, karacigerde benekli goriinimde nekroz ve ekimotik
kanamalar, kalbin yar1 pigsmis bir goriiniim almasi, bobreklerde koagulasyon nekrozu ve
konjesyon, akcigerlerin asir1 konjesyonu ve nadiren kii¢iik nekrotik odakli, solgun dalak olarak
gbzlenmektedir. CAM'da plaklar genellikle bulunmaz ancak bazen hemorajik alanlar
tanimlanabilir. IBDV varyantlar1 tarafindan embriyolarda olusturulan lezyonlar standart
izolatlar tarafindan olusturulanlardan farklilik gosterir. Varyant suslar, dalakta biiyiimeye ve
karacigerde nekroza neden olur, ancak embriyolardaki 6liim oran1 daha diisiiktiir (Akan, 2002,
Lukert ve Saif, 1997).

IBDV varyantlar1 tarafindan embriyolarda indiiklenen lezyonlar, klasik suslara nazaran
daha farkhidir. Splenomegali (dalagin biiyiimesi) ve karacigerde koagilasyon nekrozu,
varyantlarm neden oldugu karakteristik lezyonlardir ancak ¢ok az 6liim vardir. vvIBDV suslar,
klasik suslar gibi embriyolarda benzer lezyonlar1 indiiklemektedir (Takase ve digerleri, 1996).

CAM, tavuk embriyolarin1 vvIBDV ile enfekte etmek i¢in kullanilan en hassas yol olarak
kabul edilmektedir ancak vitelllis kesesi de alternatif bir yol olarak kabul edilmektedir.
Arastiricilarin deneyimlemeleri, serotip 2 viruslarmim, CAM yoluyla embriyonlasan tavuk
yumurtalarina inokule edildiginde genellikle tipik lezyonlar1 indiiklemedigi ve goriilen tek
belirtilerin zayif, soluk ve sarimsi embriyolar oldugunu ortaya koymustur (Eterradossi ve Saif,
2020).

2.6.2. Hicre Kultart

IBDV’nin bir¢ok susu tavuk embriyo kdkenli hiicre kiiltlirlerine adapte edilmistir ve plak
olusumu tahlillerine veya mikrotitre tekniklerine izin veren sitopatik etkiler gdzlemlenmistir.

Tavuk embriyo fibroblastlarmin, yumurtaya uyarlanmig IBDV suslarini cogaltmak i¢in uygun
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oldugu kanitlanmistir (Rinaldi ve digerleri, 1972). Tavuk embriyo fibroblastlarinin, embriyonlu
yumurtalardan veya gebe farelerden daha duyarli oldugu belirtilmistir. Yapilan bir caligmada (
Rekha ve digerleri, 2014) yabani tip bir virustan ateniie canli virus asisi gelistirmek i¢in tavuk
embriyosu kloakal bursasindan alinan hiicre kiiltiirleri de kullanilmis, ardindan embriyo bobrek
hiicrelerine gegis ve ardindan CEF’de ¢ogalma yapilmistir. Virus, tavuk kdkenli hiicrelerin yani
sira hindi ve 6rdek embriyo hiicrelerinde de gogalma gostermistir (Luckert ve Davis, 1974;
McNulty ve digerleri, 1979).

IBDV suslarini ¢ogaltmak i¢in kanathh kokenli birka¢ siirekli hiicre dizisi de
kullanilmistir. Bunlar arasinda kanath fibroblastik hiicre dizileri olan DF1 ve QT35, tavuk
makrofaj dizisi, kanath 16ykoz virus kaynakli DT40 lenfoma hiicre dizisi ve B-lenfoblastoid
hiicre dizisi LSCC-BK3’dir. Ozellikle bu son iki hattin, daha énce CEF’e adapte edilmemis
patojenik IBDV suslarini basarili bir sekilde ¢ogalttigi bildirilmistir. DT40 hiicre dizisi, IBDV
ile kalic1 olarak infekte olabilmektedir (Delgui ve digerleri, 2009; Terasaki ve digerleri, 2008).

IBDV’yi ¢ogaltmak icin memeli hiicre hatlar1 da kullanilmistir. Bunlar tavsan
bobreklerinden (RK-13), murin embriyonik htcrelerden (BALB/c 373), maymun
bébreklerinden (Vero, MA104) ve yavru grivet maymun bobrek hiicrelerinden (BGM-70)
tiretilmistir. Yapilan bir ¢calismada (Lawal ve digerleri, 2017) Vero, MA104 ve BGM-70 hicre
hatlarinin tiimii, serotip 1 varyantlar1 dahil olmak tizere her iki serotipin birka¢ IBDV susunu
cogaltabilecegi ancak “sitopatik” etkilerin en ¢ok BGM-70 hicrelerinde belirgin oldugu
gbdzlenmistir. BGM-70 hiicrelerinde test edilen bir susun biiyiime egrisi, CEF’lerdekine benzer
bulunmus ve BGM-70 kulturlerindeki virus nétralizasyon titreleri daha diisiik bulunmustur
(Jackwood ve digerleri, 1987; Delgui ve digerleri, 2009).

Normal tavuk lenfositleri, virulent IBDV’yi cogaltan ilk konakg¢i hiicrelerdir ve
Immunoglobulin M (IgM) tastyan B lenfositlerin IBDV nin olas1 hedef hiicreleri oldugunu
gostermistir. Zenginlestirilmis Immunoglobulin (Ig) tasiyan hiicreler, tercihen IBDV icin
cogalma yeri oldugu ve virusun kopyalandigint ve duyarhiligin yiizeylerinde Ig’lerin
ekspresyonu ile iligkili olmadigini gostermistir. Yine yapilan ¢aligmalarda, normal tavuklarin
kemik iliginden izole edilen tavuk mezenkimal kok hiicrelerinin IBDV enfeksiyonuna duyarli
oldugu gosterilmistir (Lee ve Luckart, 1986; Khatri ve Sharma, 2009).

[zolasyon ve seri pasajlamalar ile ayrica klinik deneyimlere ragmen saha vakalarindan
IBDV izolasyonu zor olabilmektedir. Yapilan bir calismada (Mcnulty ve digerleri, 1979) hindi
suslar1 3 ila 10 kor gecisten sonra CEF hiicrelerine adapte edilebilmistir. Bunun yani sira 9

tavuk susundan sadece 2’si CEF hiicrelerine adapte edilebilmistir; diger 7 sus, 20 bursal
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pasajlamadan sonra bile sadece tavuk embriyosu kloakal bursal hiicrelerinde ¢ogaltilabilmistir
(Hassan ve Saif, 1996; Saif, 1995).

BGM-70 hiicreleri, dogal olarak enfekte olmus civcivlerin Bursa fabricius’ larindan
IBDV’nin izolasyonu i¢in basariyla kullanilmistir. Genellikle, iki veya ii¢ kor gegisten sonra
sitopatik etki saptanmistir. Virus BGM-70 hiicrelerinde veya CEF’te alt1 kez gecisi belli bir
patojenite kaybina yol agmistir ancak tavuk embriyosuna benzer gegisler virusun patojenitesini
etkilememistir. Daha sonra, virusun BGM-70 hcrelerine adaptasyonunun, virusun kloakal
bursada ¢ogalma yeteneginde 6nemli bir azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (Miiller ve digerleri,
1986).

Klasik ve varyant serotip 1 suslar1 ile karsilastirildiginda, vwIBDV viruslarmin hiicre
kiiltiiriine adaptasyonu zor olmustur. LSCC-BK3 hticrelerinin bir infektivite analizinde BGM-

70 hiicreleri ve CEF’ten istiin oldugu gosterilmistir (Tsukamoto ve digerleri, 1995).

2.7. Patojenite

Tavuklar, IBDV’ye maruz kaldiklarinda farkli lezyonlarin ve ardindan klinik belirtilerin
sekillendigi hayvanlardir. Farkli IBDV izolatlarinin patojenitesini degerlendirmeyi amaglayan
deneyleri karsilastirirken, bu deneylerin iyi karakterize edilmis patojeniteye (kontrol gruplari)
sahip, ilgili suslar1 igermesine dikkat edilmelidir. Karsilastirmali denemelerde standardize
edilecek baslica degiskenler, maruz birakilan tavuklarm irk1 veya genetigi, yasi, bagisiklik
durumu, tehdit eden virusun agilanma yolu, asida kontamine edici viruslarin olas1 varligi ve en
onemlisi dozudur (OIE, 2004).

Saha viruslari, tavuklarda farkli derecelerde patojenite sergilemektedir (Eterradossi ve
Saif, 2020). Arastiricilarin, spesifik patojen icermeyen (SPF) beyaz leghorn yumurtaci
tavuklarda akut IBD’nin deneysel iiremesine dayanan c¢aligmalarinda, “varyant” IBDV’ nin
herhangi bir klinik belirti ve mortaliteye neden olmadig1 ancak Bursa fabricius’ ta belirgin
lezyonlara neden oldugu gozlenmistir (Eterradossi ve Saif, 2020). Klasik IBDV tipik belirti ve
lezyonlarda yaklasik %10-50 mortaliteye neden olmakta ve wvIBDV, tipik belirti ve
lezyonlarda yaklasik %50-100 mortaliteye neden olmaktadir. Karsilastirmali ¢alismalar, smir
degerleri tantmlamanin zor olabilecegini ve varsayilan vvIBDV nin, yalnizca segment A’nin
genetik sekansi ile tanimlandiginda, patojenite acisindan biiyiik Ol¢iide degisebilecegini
gostermektedir. Ateniie canli as1 viruslari da tavuklarda degisen siddette patojenik potansiyele

sahip olabilmektedir (Jackwood ve digerleri, 2011; Kosters ve digerleri, 1972).
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Virusun izole edildigi tiirlerden (tavuklar veya hindiler) bagimsiz olarak, serotip 2
izolatlar1 ile agilanmis tavuklarda ne klinik belirtiler ne de makroskobik veya mikroskobik
lezyonlara rastlanmamustir. 1-8 giinliik yasta asilanan hindi kiimes hayvanlarinda, hindilerden
elde edilen bir serotip 2 izolat1, kloakal bursa, timiis veya dalakta hastalik veya lezyonlara neden
olmamus; ancak virusun bulast oldugu ve kiimes hayvanlar1 enfeksiyona “serolojik” olarak da
yanit verdigi belirlenmistir (Eterradossi ve Saif, 2020). Hindilerden elde edilen serotip 1 ve
serotip 2’yi temsil eden izolatlarla 1 giinlik kiimeslerde yapilan deneysel bir enfeksiyon
sonucunda, enfekte olmus kanatlilarin ¢esitli dokularinda immunofloresan yoluyla virusla
enfekte hlcreler gosterilmis, ancak higbiri klinik hastalik tablosuyla sonu¢lanmamistir. Sadece
kiiciik degisiklikler gozlemlenmis ve enfekte olan ve olmayan kanathilar arasinda higbir
histopatolojik farkliliklar saptanmamustir. Genel olarak, bu dokulardaki enfekte hiicrelerin
dagiliminin, sadece lenfositlerle simirli olmadigini géstermektedir fakat tam anlamiyla netlik
kazanmamustir (Abdel-Alim ve Saif, 2002; Ismail ve digerleri, 1988). Harder bezindeki plazma
hiicrelerinin sayis1 28 giinliikken azalma gostermektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Konakg1
sistemin virusun patojenitesi tizerindeki etkisi konagin maternal antikor seviyesine, virusun
susuna ve konagim yasi gibi faktorlerden biiyiik oranda etkilenmekte ve son derece énem arz
etmektedir (Hassan ve Saif, 1996; Tsai ve Saif, 1992; Nusbaum ve digerleri, 1988). Yapilan
calismalarda, tavuk embriyolarinda bes kez geri pasajlanan serotip 2 virusunun OH susunun,

embriyolarda replike oldugu ortaya konmustur.

2.8.Insidans ve Dagihm

Serotip 1 IBDV ile meydana gelen enfeksiyonlar, biiyiik kanatlh {iretim alanlarinda ve
hatta diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir. Bu alanlarda enfeksiyonun insidansi yiiksektir;
esasen tiim siiriiler, dogal yoldan maruz kalma veya asilama yoluyla yasamin erken evrelerinde
virusa maruz kalmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020). Cogu iiretici tarafindan yiiriitiilen asilama
programlar1 nedeniyle, tiim tavuklar sonunda IBDV’ye kars1 serotip pozitif hale gelmektedir
(Eterradossi ve Saif, 2020). Amerika’da klinik vakalar nadirdir ¢iinkii enfeksiyonlar ya
antikorlar tarafindan seyri degistirilir ya da klinik hastaliga neden olmayan varyant suslardan
kaynaklanmaktadir. Bu varyant suslar Amerika’da var olan baskin viruslar gibi goriinse de,
vvIBDV’ye bagli salginlar, 2008’in sonlarinda California’da meydana gelmistir. Avustralya’da
Klasik viruslar ve yerel bir tiir varyant bildirilmistir. Avrupa, Afrika, Asya ve Giiney
Amerika’da vvIBDV suglarmin baskin oldugu goriilmektedir. Amerika’da, tavuk ve hindi

stirilerinde serotip 2 IBDV’ye karsi antikorlarin yaygin oldugu gosterilmistir, bu durum
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enfeksiyonun yaygin prevalansini gostermektedir (Mcnulty ve Saif, 1988; Teshome ve
digerleri, 2015; Eterradossi ve Saif, 2020).

Tiirkiye’de infeksiyonun varligima iliskin ilk rapor Kandil (1978) tarafindan bildirilmistir.
Aragtirict Cukurova bolgesinde broyler wki piliglerde IBDV enfeksiyonun seyrettigini ve
otopside but ve gogis kaslarinda siddetli kanamalar ile Bursa fabricius’ta buylume
sekillendigini ve bu vakalardan virusu izole ettigini gozlemlemistir (Kandil, 1978). Yapilan
epidemiyolojik calismalarda Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde IBDV’u izole edilmistir (Ergiin,
1989). Sero-survey c¢alismalar1 ile Konya ¢evresindeki asisiz kiimeslerde IBDV virusuna karsi

%31,3 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (Baysal ve Bozkir, 1989).

2.9 Dogal ve Deneysel Konakgilar

Tavuklar ve hindiler virusun dogal konakgilaridirlar. Bursa fabricius, dalak ve/veya
timusta lenfosit deplasyonu olan iki devekusu yavrusundan (6lii veya saglikli olanlardan) bir
serotip 1 virusu izole edilmistir (Woolcock ve digerleri, 1995). Baska bir vvIBDV, Kore’de 6lii
bir saksagandan izole edilmistir (Jeon ve digerleri, 2008). Genetik olarak vwIBDV ile iliskili
viruslar, Dogu Afrika’daki goriiniiste saglikli giivercinlerden ve Gine tavugundan RT-PCR ile
tespit edilmistir. Spesifik klinik belirtiler olmadan 6len deneysel olarak Uretilen penguenlerden
bir serotip 2 IBDV izole edilmistir. vvIBDYV ile siiliin, keklik, bildircin ve beg tavugu ile yapilan
miicadele ¢alismalarinda bu tiirlerde herhangi bir klinik belirti veya lezyona rastlanmamus,
ancak bildircinlarin Bursa fabricius’ larinda virus replikasyonu belirlenmis, bes giin boyunca
da diski ile sagilim gézlenmis ve de notralizan antikorlarmn olustugu dikkati ¢gekmistir (Gough

ve digerleri, 2002; Kasanga ve digerleri, 2008).

Tavuk, uzun yillar boyunca, dogal Gumboro enfeksiyonlarm olustugu tek tiir olarak kabul
edilmistir. Tim wklar enfeksiyondan etkilenmistir ve birgok aragtirmaci yumurtaci beyaz
leghorn’larin en siddetli lezyonlar1 ve klinik belirtileri sergiledigini ve en yiliksek 6liim oranina
sahip oldugu gézlemlenmistir, ancak diger ¢caligmalar agir ve hafif irklar arasinda higbir fark

gozlemlenmemistir (Meroz, 1966).

Klinik hastaliga en fazla yatkinlik donemi 2 ile 6 haftaliktir. 2 haftadan kii¢lik duyarli
tavuklar klinik belirti gostermezler ancak siddetli immunosupresyonun bir sonucu olarak
ekonomik a¢idan ciddi 6neme sahip subklinik enfeksiyona sahiptirler (Eterradossi ve Saif,
2020).
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Tavuklarin IBDV’ye yas duyarliligi, virusun hedef organi olan fonksiyonel bir kloakal
bursa’nin mevcudiyeti ile birgok ¢alismada iliskilendirilmistir. Siklofosfamid uygulanan 3
glnluk civcivler, 4 haftalikken virusa maruz birakildiklarinda klinik belirti ve lezyonlarin
gelismedigi dikkati cekmistir. 4 haftalikken cerrahi olarak bursektomize edilen civcivlerde de
benzer sonuglar goriilmiistiir. Hemen veya bir hafta sonra virusa maruz birakildiklarinda, klinik
hastalik tablosu olusturmazlar oysa bursektomi yapilmayan kontrol civcivlerinin %100’
olmdstiir. Virulent virusa maruz birakilan bursektomizecivcivler, kontrol grubundakilere gore
1000 kat daha az virus titresine sahip olduklar1 ve 5.glinde nétralizan antikorlar urettikleri ve
ayrica lenfoid dokularda gecici nekrozlarin olustugu kaydedilmistir (Fadly ve digerleri, 1976;
Kéaufer ve Weiss, 1980).

Swrasiyla serotip 2 ve serotip 1 viruslar1 tarafindan hindi ve 6rdeklerde dogal olarak
meydana gelen enfeksiyonlar bildirilmistir. Ancak yapilan bir ¢aligmada, 1978’den Once
toplanan hindi serumlarinin serolojik olarak negatif oldugu, bu durum hindilerde IBDV
enfeksiyonunun nispeten yeni bir olay oldugunu diistindiirmiistiir (Johnson ve digerleri, 1980;

McFerran ve digerleri, 1980; McNulty ve digerleri, 1979; Page ve digerleri, 1978).

Hindilerin deneysel IBDV enfeksiyonu, 3-6 haftalik kiimes hayvanlarinda subkliniktir ve
Bursa fabricius’ ta mikroskobik degisiklikler sekillendirmektedir. Virusla enfekte bursal
hicreler immunofloresanla metotla tespit edilebilmektedir. Néotralizan — antikorlar
inokulasyondan sonra 12.glinde tespit edilebilmektedir. 6-8 haftalik IBDV ile enfekte
kanatlilarda viriis nétralizasyon antikorlarinda bir artis gézlemlenmesine karsin, enfeksiyon
subklinik seyir gostermekte ve Bursa fabricius’ta herhangi bir mikroskobik degisiklik

kaydedilmemistir (Giambrone ve digerleri, 1978; Weismann ve Hitchner, 1978).

2.9.1. Tasinma ve Vektorler

Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD) olduk¢a bulasicidir ve virus kilmes ortaminda kalici
olmaktadir. Enfekte kanathlarin kaldirildigi kiimeslerde 54 ve 122 giin sonra dahi diger
kanatlilar i¢in bulagici olabilmektedir. Ayrica, 52 giin sonra enfekte kiimeslerden alinan su, yem
ve digk1 orneklerinin bulasict oldugu bildirilmistir (Benton ve digerleri, 1967; Eterradossi ve
Saif, 2020).

IBDV’nin yumurta yoluyla bulastigi veya hastaliktan iyilesen kanatlilarin gergek bir
tastyict olduguna iliskin durumun varhigmna dair higbir bilimsel kanit bulunmamaktadir. Virusun

1stya ve dezenfektanlara karsi direnci, salgmlar arasi ortamda virusun hayatta kalmasini
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aciklamak i¢in yeterli olmaktadir. Salgindan yaklasik 8 hafta sonra bir kiimesten alinan kiiglik
bir un kurdu (Alphitobius dioperinus), zemin slspansiyonu olarak beslendiginde duyarli
tavuklar i¢in bulasici 6zellik tasimaktadir. Yapilan bir calismada virus, yetiskin un kurtlarindan
ve larvalarinin ¢esitli dokularindan izole edilmistir (Snedeker ve digerleri, 1967; McAllister ve
digerleri, 1995).

IBDV, Giiney Ontario’da tavuklarin yetistirildigi bir kiimeste sivrisineklerden (Aedas
vexans) izole edilmistir (Hoop, 1993). Izolat, tavuklar i¢in patojenik bir etki yaratmamustir.
IBDV antikorlari, IBDV enfeksiyonu ge¢misi olan dort kanathi kiimesinde o6lii bulunan
siganlardan alinan 23 doku orneginden 6’sinda agar-jel presipitin (AGP) testi ile tespit
edilmistir. Sivrisineklerin veya sicanlarin vektdr veya rezervuar olarak hareket ettigini
destekleyen baska bir kanit bulunmamaktadir. Yine Akut IBD’den 6len tavuklarla beslenen
kopeklerde, oral yolla alimdan sonra 2 giine kadar diskilarinda vvIBDV sagilimi dikkati
cekmistir (Okoye ve Uche, 1986; Pagés-Mant¢ ve digerleri, 2004).

2.9.2. Morbidite ve Mortalite

Duyarl: siiriilerde hastalik aniden ortaya ¢ikar ve genellikle %100’e yaklasan yliksek bir
morbidite oranma sahiptir (Chettle ve digerleri, 1989). Mortalite genellikle %5-20 arasinda
degismekle birlikte vvIBDV suslari ile enfeksiyonda bu oran %90°a varabilmektedir (Yesilbag,
2021). Mortalite ¢ok fazla degiskendir. Bu durum virusun patojenitesine, konak¢inin bagisiklik
sistemine vb. gore degisim gostermektedir. Enfeksiyon genellikle inokulasyondan sonra
3.glinde baglar ve 5-7 giinliik bir siire igerisinde pik noktaya ulasir ve sonra azalmaya baglar.
1980’lerin sonlarinda vvIBDV suslar1 Avrupa’da bir sorun haline gelmistir. Bu izolatlarin
bir¢ogu, 4 haftalik duyarli leghorn tavuklarinda %90-100 arasinda mortaliteye sebep olmustur
(Eterradossi ve Saif, 2020).

Bir kiimesteki ilk salginlar en siddetli olanlardir. Birbirlerini izleyen kulugkalarda
tekrarlayan salginlar daha az siddetlidir ve siklikla takip edilememektedir. Gumboro
enfeksiyonu, 3 haftalik yastaki tavuklarda aviriilent saha suslar ile enfeksiyonu veya maternal
antikorlar varligi sebebiyle subklinik seyir gostermektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Hastalik
enfekte olmayan bir siirliye girdiginde (epizootik form) genellikle daha siddetli seyreder ve
onemli ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir ancak asi uygulamalari veya hastaligin

enzootik forma doniismesiyle beraber salgin daha hafif bir seyir almaktadir (Yesilbag, 2021).
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2.10. PATOLOJI
2.10.1. Makroskobik Lezyonlar

Enfeksiyona yakalanan tavuklarda, dehidrasyonla birlikte pektoral kaslarda hemorajiler
goriilmektedir. Siklikla uyluk ve gogiis kaslarmda ekimotik kanamalar mevcuttur. Bagirsakta
mukus artis1 vardir ve 6len veya hastaligi ileri evrelerinde olan tavuklarm bdbrekrekleri siskin
bir gorinim sergileyebilmektedir. Bu durum siddetli bir dehidrasyonun sonucudur, ancak
genellikle nekropsisi yapilan tavuklarin bobrekleri normal goriiniimliidiir (Cosgrove, 1962;
Eterradossi ve Saif, 2020).

Bursa fabricius, virusun birincil hedef organidir. Inokulasyon veya enfeksiyon sonrasinda
bursal agirliklarinin ayrintili olarak incelenmesi ve sirasi iyi bilinmelidir. Inokulasyondan
yaklasik 3 giin sonra 6dem ve hiperemi nedeniyle Bursa fabricius boyut ve agirlik olarak
artmaya baglar. 4.giine gelindiginde, genellikle bursa fabricius normal agirliginin iki katina
¢ikmistir ve daha sonra boyut gerilemeye baslar. 5.giinde bursa fabricius normal agirligina geri
doner, ancak atrofiye ugramaya devam eder ve 8.giinden itibaren esas agirliginin iigte birine

hatta daha da diisiik bir boyuta ulasabilmektedir (Cheville, 1967; Wani ve digerleri 2021).

2. veya 3.gunde, Bursa fabricius ylzeyi boyunca jelatinimsi, sarimtirak bir transudat
Oortmiistiir. Yiizeyde longutudinal ¢izgiler belirginlesir ve normal beyaz renk soluklasmaya
baslar. Bursa fabricius normal boyutuna donerken transudat kaybolmaktadir (Rosenberg ve
Cloud, 1985; Sharma ve digerleri, 1989; Hassan ve digerleri, 1996).

Enfekte Bursa fabriciusta siklikla nekrotik odaklar ve bazen de mukozal yiizeyde
petesiyal veya ekimotik tarzda kanamalar goriilmektedir. Nadiren tiim bursa fabricius boyunca
yaygin kanama gozlemlenmistir; nitekim bdyle olgularda tavuklarin diskisinda kan

g6zlemlenebilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Dalak, hafifce blytime gdsterebilir ve genellikle dis yuzeyinde esit olarak dagilmis kiigiik
gri odaklar gorilebilmektedir (Rinaldi ve digerleri, 1965). Nadiren, proventrikilis ve
ventrikiiliisiin (tashk) birlestigi yerde mukozada kanamalar gdzlenebilir ve melenaya neden

olabilir (Eterradossi ve Saif, 2020).
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2.10.2. Mikroskobik Lezyonlar

IBD’nin mikroskobik bulgular1 6ncelikle lenfoid dokularda yani Bursa fabricius, dalak,
timus, harder bezi ve sekal tonsillerde meydana gelir. Degisiklikler en siddetli Bursa fabricius’
ta meydana gelmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Enfeksiyondan veya inokulasyondan 24
saat sonra mikroskobik bulgular gelisebilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Bursal
folikiillerin medullar bolgesinde lenfositlerin dejenerasyonu ve nekrozu en tipik bulgulardandir.
Lenfositlerin yerini kisa siirede heterofiller, piknotik hicre kalintilar1 ve hiperplastik
retikiiloendotelyal hiicreler almaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020). Hemorajiler sikga
goriilmektedir ancak yine de tutarli bir lezyon olarak kabul edilmemektedir. Enfeksiyonun
baslangi¢ asamalarinda birkag lenfoid folikiil etkilenirken yaklasik 3. ve 4.gilinde tiim folikuller
etkilenmektedir. Bu sirada goriilen bursal agirlik artisina, siddetli 6dem, hiperemi ve belirgin
heterofil artis1 neden olmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020). Yangisal reaksiyon azaldikea,
folikiillerin medullar alanlarinda kistik kavitasyonlar gelismektedir; bu alanda heterofillerin ve
plazma hiicrelerinin nekrozu ve fagositozu meydana gelir ve ayni zamanda interfollikiiler
alanda bag doku proliferasyonu gergeklesir (Cheville, 1967; Hemboldt ve Garner, 1964;
Mandelli ve digerleri, 1967; Peters, 1967). Ayrica, bursa fabricius’ta lenfositlerin
sitoplazmasindaki organellerde degisiklikler, nikleer kromatin marjinasyonu ile karakterize

dejenerasyon ve nekroz gozlenmektedir (Sing ve digerleri, 2015).

IBDV enfeksiyonundan yaklasik 24 saat sonra bursa fabriciusfolikillerin medulla ve
korteksinde lenfoid guicrelerde azalma tiikenme ve hasar gdzlemlenmektedir. Bu tiikenmis ve
hasar gormiis lenfositik hiicrelerin yerini retikiiloendotelyal hiicreler, heterofiller, nekrotik
kalintilar ve mononiikleer hiicreler alir. TUm lenfoid foliktller enfeksiyondan 3-4 giin sonra
etkilenir ve bu sirada goriilen Bursa fabricius’un agirhik artisina siddetli 6dem, hiperemi ve
belirgin heterofil infiltrasyonu neden olmaktadir (Luckert ve Saif, 2004). Bu imminolojik
reaksiyon sonucunda lenfoid foliklllerin medullar bdlgelerinde ve bursal epitellerde Kistik

olusumlar gelisir (Zahid ve digerleri, 2018).

Klasik IBDV ile neonatal enfeksiyon sonrasinda kloakal bursanin iyilesmesi belli bir
siray1 takip etmektedir. B lenfositlerin baslangictaki tiikenmesinin ilk hafta boyunca maksimum
boyutta oldugunu ve 3 giine kadar gecgici T lenfositler ve makrofaj akisi ile birlestigi
gozlenmistir. Enfeksiyondan sonraki 1 ila 8 hafta arasinda, iki farkl tipte bursal folikiil yapisi
gozlemlenmistir. Bunlardan ilki; biiyiik olasilikla IBDV enfeksiyonundan kurtulan endojen

bursal kok hiicreleri tarafindan yeniden olusturulan, daha biiyiik yapida, yeniden yapilanmis
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fonksiyonel folikiller; ikincisi ise; ayirt edilebilir bir korteks ve medulla icermeyen Kkuguk,
zay1f gelismis folikiillerdir. Bu kiiciik folikiillerin yapisi, fonksiyonel periferik B lenfositlerini
uretemedikleri goriilmiistiir. Bu durum daha biiyiik yapida olan fonksiyonel folikiilleri olmayan
tavuklarda antikor tiretiminin olmamasiyla agiklanmistir (Withers ve digerleri, 2005; William

ve Davison, 2005).

Dalakta enfeksiyonun erken evrelerinde adenoid kilif arterlerinin gevresinde
retikiiloendotelyal hiicrelerinin hiperplazisi goze ¢carpmaktadir. 3.gilinde, germinal folikiillerde
ve periarteriolar lenfoid kiliflarda nekroz goriilmektedir ancak dalak germinal folikiillerde

kalic1 bir hasar olusmadan hizla iyilesmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Timus ve sekal tonsiller, enfeksiyonun erken evrelerinde lenfoid dokularda bir miktar
hiicresel reaksiyonlar gostermektedir ancak dalakta oldugu gibi hasar yayginlasmamakta ve

iyilesme ¢ok hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Harder bezi 1 giinliik civcivlerin IBDV ile enfeksiyonunu takiben ciddi bir sekilde
etkilenebilir. Yasa bagli olarak Harder bezi plazma hiicreleri tarafindan kusatilir, ancak IBDV
ile enfekte bezde plazma hiicreleri nekroza ugradigindan boyle bir morfoloji gézlenmemektedir
(Eterradossi ve Saif, 2020). Yapilan ¢alismalarda, 1 haftaliktan itibaren, enfekte tavuklarin
bezlerinde, kontrollere gore 5-10 kat daha az plazma hiicre popiilasyonu gézlemlenmistir. Buna
karsilik, 3 haftalikken IBDV ile asilanan pili¢lerde, Harder bezinde inokulasyondan 5-14 gln
sonra plazma hiicrelerinin nekroz gézlenmis ve plazma hicreleri inokulasyondan 7 giin sonra
%351 oraninda azalma gostermistir; ancak bu azalmalar gecici olmaktadir ve yaklasik 2 hafta
icerisinde sayilar normale donmektedir (Dohms ve digerleri, 1981; Dohms ve digerleri, 1988;

Survashe ve digerleri, 1979).

2.10.3. Ultrastriiktiirel Degisiklikler

Taramali elektron mikroskobu ile incelemlerde, IBDV ile enfekte civcivlerin bursa
fabricius yuzey epitelinde; enfeksiyondan veya inokulasyondan 48 saat sonra epitel
hiicrelerinin tizerindeki mikrovilluslarin sayisinda ve boyutunda bir azalma gozlemlenmistir.
Normalde yiizeyde goriilen diigme benzeri folikiillerde kademeli kayiplar mevcuttur ve 72 saate
kadar ¢ogunda kivrilma gozlenmistir. 96 saate kadar, epitel ylizeyinde ¢ok sayida erozyona
rastlanabilir. 9.gilinde ise yiizey epiteli saglamdir ancak folikiiller derin kavitasyonlar seklinde

gorilmektedir (Nagi ve Millar, 1979).
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2.10.4. Patogenez

Virus bulagmasi oral yolla gergeklesmekte ve enfeksiyonun ilk asamalarmda (oral
bulasmadan 4-5 saat sonra) etken, bagirsaklarla iligskili mononiiklear hiicreler ve lenfoid
hicreleri enfekte etmektedir (Sekil 2). Buradan portal sirkilasyona gegerek birincil viremi
sathas1 gelisir ve enfekte makrofajlar virusu bursa fabricius’a tagimaktadir. Enfeksiyondan 11
saat sonrasinda etken bursa fabricius’taki lenfositlerde saptanabilmektedir. Burada yogun
miktarda ¢ogalan virus ikincil viremiyle diger doku ve organlara yayilabilir. Bu asama virus
susunun virulensine gore degiskenlik gostermektedir. Enfeksiyon sonrasi 3-4.giinde Bursa
fabricius normal yapisinin bes katma kadar biiyiir. Odemli ve hiperemik goriiniimlii olup
longitudinal gizgiler dikkati cekmektedir. Bursadaki lenf folikiilleri nekroz ve apoptozise bagl

lenfosit yikimlanmas1 sebebiyle kollabe olmaktadir (Yesilbag, 2021).

Bursa fabricius B lenfosit matiirasyonu (gelisimi) ve aviditesi (antikorun antijenle
baglanma kuvveti) i¢cin ideal bir ortam konumundadir. Burada bulunan lenfoblastlar ve IgM
ureten B lenfositleri virus replikasyonuna elverisliyken, kok hiicreleri ve periferdeki B hiicreleri
elverigli degildir. Bu durum bursa fabricius’u virus patogenezinin merkezi konumuna getirir.
IBD virusunun T lenfositlerini (hiicresel immunite) de sinirli diizeyde etkiledigi gosterilmistir

(Yesilbag, 2021).
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Sekil 2. IBDV'nin patojenik ve immunosupresif yonlerinin bir 6zeti (Sharma ve digerleri,
2000).

Enfeksiyonu atlatan kanathlarda bursal folikiillerde neredeyse hi¢ lenfosit saptanamaz.
Cok virulent virus suslar1 (vwvIBDV) ayni zamanda timiis, dalak ve kemik iliginde de hiicre
yikimina sebep olmaktadir. Yasamin heniiz erken donemlerindeki (3 haftalik yastan kii¢iik)
civcivlerde sekillenen subklinik IBDV enfeksiyonlar1 olgunlasmamais lenfositleri yikimladigi
icin uzun sdreli immunsupresyona sebep olmaktadir. Bu tiir hayvanlar asilarda yeterli
bagisikligi olusturamayacagi gibi, diger enfeksiyonlara karsi da duyarli hale gelmektedir
(Yesilbag, 2021).

IBDV, yizeylerinde enfeksiyona neden olmak icin hedef hiicrelere niifuz edebilmek icin
hicresel bir reseptdr gerektiren VP2 proteinine sahiptir. Hicresel reseptor esas olarak hedef
hiicreler iizerinde dagilir ve doku ozgilligii dolayisiyla patolojik degisikliklerin yeri
enfeksiyonla iliskilidir (Haywood, 1994). Tavuk B lenfositleri, IBDV serotip1’in birincil hedef
hiicreleridir. Bu nedenle enfeksiyon, bursa Fabricius’un islevsel kaybina neden olur, bu durum
da tavuklarda siddetli bir immunsupresyona yol agmaktadir (Rekha ve digerleri, 2014; Hussein
ve digerleri 2019).

Oral alim veya inhalasyon yolu ile konak¢i girisinde sonra IBDV, viral giris islemi
sirasinda “olgunlagmamis” IgM+ B hiicrelerinin, hiicre zarmnda eksprese edilen N-glikozil
polipeptit gibi konake¢1 hiicre proteinlerine baglanabilir. 2 ila 3 giin arasinda degisen kisa

inkiibasyon periyotlar1 nedeniyle, IBDV ’nin dis kapsidiyle iliskili olan virusun gozenek peptidi
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olarak da bilinen “PEP46”, enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmasina viral girisi kolaylastirabilir

(Yip ve digerleri, 2012).

IBDV, bagirsakla iligkili lenfoid dokularin (GALT) lenfositlerinde ve makrofajlarinda
enfeksiyon ve replikasyonu baglatir. Viral replikasyonun bu asamasi birincil viremiyi isaret
eder. Enfekte edilmis makrofajlar, virusu bursal IgM+ B hiicrelerinin sitoplazmasinda kapsamli
IBDV replikasyonu i¢in ana hedef organi olan bursa fabricius’a tasir. Enfeksiyondan yaklasik
16 saat sonra hastaliga ve 6liime yol acan ikinci bir viremi donemi meydana gelir veya virus
bursa fabricius’taki lenfoid folikiilleri GALT gibi sekonder lenfoid dokulari, solunum
sistemine ait lenfoid dokular1 (BALT) ve sekal tonsillerdeki B hiicrelerini yok edebilmektedir
(Eterradossi ve Saif, 2008).

Timus, kemik iligi, dalak, sekal tonsiller ve harder bezi gibi diger lenfoid organlara virus
yayilimi ancak vvIBDV enfeksiyonu sirasinda gergeklesebilmektedir (Eterradossi ve Saif,
2008).

Enfeksiyondan 48 saat sonra, IBDV enfeksiyonu bursa fabricius’ta belirgin bir yangiy1
indtikler. Uclincti ila dérdiincti gline kadar tim bursal IgM+ B hiicreleri enfekte olur ve sitolitik
degisiklikler gosterir. Klinik bulgular ve olim IBD’nin akut fazindan (7-10 gin)
kaynaklanabilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2008).

Akut litik faz sirasinda virus replikasyonu, dolasimdaki IgM+ hiicrelerinde ciddi sekilde
bir azalmaya ve birincil antikor yanitinin uzun siireli baskilanmasina neden olur. Akut hastalik
ve 0liim, bu viriislerin konak dokular iizerindeki nekrotize edici etkisinden kaynaklanmaktadir.
Kanatlhlar, hastaligin bu asamasinda hayatta kalir ve iyilesirse, yaygin olarak kullanilan asilarin
diger patojenlere karsi koruyucu tepkilerini engelleyen ve firsat¢1 enfeksiyonlara karsi
civeivleri duyarli hale getirebilir. Virus tercihen aktif olarak cogalan ve farklilasan B lenfositleri
etkiler, bu durum da esas olarak bir haftalik yastan daha kii¢ilk olan civcivlerde
immunsupresyona neden olur ve tiim bursal hiicreler nekroza ugrayabilir. Olgunlagmis B
hiicreleri ise viriis ile uyarim sonucunda daha da genisleyecekken, olgunlagsmamis olanlar yok

edilmektedir (OIE, 2004).

T hiicreleri, IBDV ile enfeksiyona direnglidir. Enfeksiyondan 5 giin sonra hastaligin
erken fazinda bursa fabricius’taki viral replikasyonu sinirlandirarak patogenezi kontrol altina

alabilir ancak muhtemelen sitokin salinimin1 indiiklemesi ve doku iyilesmesini geciktirmesiyle

22



sitotoksik bir etki yaratabilmektedir. Bununla birlikte, IBDV enfeksiyonu, T hicrelerinin
mitojenlere karst proliferatif etkisini ciddi oranda azaltabilir ancak bu durum da hiicresel
bagisiklik tepkilerinin de tehlikeye girdigini gosterir. Genel olarak, klinik bulgularin siddeti,
organ lezyonlar1 ve immunsupresyon gibi IBDV enfeksiyonlarinin dejenerasyonlari, etkilenen
tavuklarin bagisikligina, yasina, genetigine ve enfekte edici viriis susunun virulansina bagl

olmaktadir (Kim ve digerleri, 2000).

Normal kosullar altinda, enfeksiyon genellikle oral yol ile sekillenir. Viruslar
bagirsaklardan fagositik hiicreler araciligi ile diger doku ve hiicrelere tasinirlar. Enfeksiyonun
ilk birka¢ saati igerisinde viral antijen karaciger ve bobreklerde tespit edilmistir. Viral
replikasyon dncelikle bursa fabricius’ta gergeklesir (Akan, 2002). IBDV nin replikasyon igin
temel hedef organi bursa fabricius ve ozellikle B lenfositlerdir (Chettle ve digerleri, 1989,
Kibenge ve digerleri, 1988). Infekte bursa fabricius’ta genellikle yangi, hemoraji, lenfositolizis
ve organin atrofisi gézlemlenmektedir (Van den Berg, 2000). IBDV ile enfekte piliclerde her
iki humoral ve hiicresel immunitede baskilanma goriilmektedir (Confer ve digerleri, 1981,
Dohms ve Jaeger, 1998, Panigrahy ve digerleri, 1982). In-vivo ve in-vitro ¢alismalarda (Ivanyi
ve Morris, 1976; Kaufer ve Weiss, 1980) virusun IgM Kkarakterli B lenfositlere affinite
gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir. Virus bursa fabricius’daki hiicrelere ve bursal folikiillere hizla
yayilir. Virusun replikasyon i¢in, lenfoid hiicreler ve folikiillerin kortikal bolgelerine ihtiyact
bulunmaktadir (Tanimura ve Sharma, 1997). Virusun akut litik faz1 IgM hiicrelerin dolasimda
azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Rodenberger ve digerleri, 1994). T lenfositler IBD hastaligina
ve virusa direnclidirler. Enfeksiyonunun akut déneminde virusun timus hicrelerinde
replikasyonuyla ilgili herhangi kanit bulunmamaktadir. Timusun boyutsal olarak biiylimesi ve
mikroskobik bulgularin goriilmesi kisa siire iginde gergeklesir. Ancak virus infeksiyonu

seyreden birkag giin i¢erisinde normal yapisina geri donmektedir (Sharma ve digerleri, 1989).

Enfeksiyonun akut fazinda T hiicrelerinin IBDV ile yakindan iliskili oldugu, T
hiicrelerinin IBDV nin patogenezinde 6nemli rol oynadigini gostermistir (Tanimura ve Sharma,
1997) IBDV ile enfekte hiicrelerin sitotoksik T lenfosit ve dogal Kkatil hiicrelerce
yikimlanmasinda, perforin ve granzimlerin rolii dnemlidir (Juuma ve digerlerinin, 2019; Rauf
ve 2011) . Ayrica immunohistokimyasal metotlarla virusu tanimlama ¢alismalarinda, IBDV ile
enfekte Bursa fabricius dokusu ile enfekte olmayan Bursa fabricius karsilastirildiginda, kortikal
kisimlarda ya da interlobiiler bolgede CD4+ T hicrelerinin belirgin sekilde artisi izlenmistir.

Antijen sunan hucrelerde (dendritik hiicreler, langehans hticreleri, makrofajlar)Viral mRNA,
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sitoplazma igindeki viral replikasyonun translasyon agamasinda, proteozomlar i¢inde antijenik
yapilar kiiguk fragmentler halinde epitoplara tutunur. Daha sonra bu antijenik fragmentler, yeni
sentezlenen smif I MHC molekiillerine baglanarak endoplazmik retikuluma taginir. Bu bag,
stabil bir heterodimer kompleksi (Smif I MHC ve viral peptit) olusumuna yol agar; MHC-I ve
viral antijen kompleksi hiicre membran yiizeyine tasmnir ve antijenin sitotoksik T lenfositlerce
almmasi ve tanmmasi saglanir. Daha sonra, antijene 0zgiil sitotoksik T lenfosit
generasyonlarmin olusumu gergeklestirilir. Sitotoksik T lenfositler, enfekte olmus hiicreleri
tanir ve ilgili resptorleri araciligiyla baglanarak perforin ve granzimlerini enfekte hiicreleri
yikimlar ya da apotozise slrlklerler. Bu nedenle CD4+ ve CD8+ hicresel savunma

mekanizmasina olduk¢a 6nemli katkilar saglamaktadir (Juuma ve digerleri, 2019).
2.11. immunite

IBDV’nin her iki serotipi, floresan antikor testi ve ELISA ile tespit edilebilen ortak grup
antijen (ler)ini paylasir (Ismail ve Saif, 1990; Jackwood ve Saif, 1982). Bu nedenle bu testlerle
serotipleri veya bunlarin antikorlarini ayirt etmek miimkiin olmamaktadir. Her iki serotip i¢in
ortak antijenler VP2 (40kDa) ve VP3 (32 kDa)’diir. Bunun yan1 sira VP2 virus noétralizan
antikorlarmi indiikleyen serotipe 0zgii grup antijenlerine sahiptir. VP3’e karsi antikorlarin
koruyucu etkisi yoktur. /n vivo ¢alisma sonuglar1 gdstermistir Ki, serotip 2 viruslarma karsi
antikorlara sahip olan tavuklar serotip 1 viruslarina karsi etkin bir koruma saglamamuislardir.
Hakim olan baskin diisiince ve kanitlar, VP2 gen bolgesinin temsil ettigi antijenik yapilara kars1
olusan notralizan antikorlarmn etkin korumayi sagladigidir (Azad ve digerleri, 1987; Becht ve
digerleri, 1988; Ismail ve Saif, 1991; Jackwood ve digerleri, 1985).

Geleneksel olarak serotip 1 viruslari, IBDV’ye kars1 bagisiklik tepkisi ¢aligmalar1 i¢in
kullanilmistir (Chui ve Thorsen, 1984; Ismail ve Saif, 1989): Bilinen tiim serotip 2 izolatlarinin
tavuk ve hindilerde patojenik olmadig1 veya diisiik patojeniteye sahip oldugu rapor edilmistir
(Jackwood ve digerleri, 1985): Serotip 1’in varyant suslarmmn kesfi, IBDV’ye kars1 bagisiklik
mekanizmalarin1  belirlemeye yonelik ilgiyi arttirmistir (Nusbaum ve digerleri, 1988):
Varyantlarin orijinal olarak serotip 1’e kars1 virus notralizan antikorlar1 olan tavuklardan izole
edilmesi de kayda deger bir veri olarak degerlendirilmektedir (Jackwood ve digerleri,
1984;Perelman ve Heller, 1983): Inaktive asilar ve varyant suslardan yapilan canli bir asi,
tavuklar1 varyant veya klasik suslarin neden oldugu enfeksiyonlardan korurken, klasik
suslardan yapilan inaktive agilar korumaz veya varyant suslar ile tehdite kars1 kismen koruma

sagladig1 goriilmiistiir (Rosenberg ve Cloud, 1985; Saif, 1984): (
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Humoral bagisikligin korunmaya katkisi, maternal antikorlarin pasif transferi ile
gerceklesir. Hastaliktan korunmada hiicre aracili bagisikligin da dnemli bir katkis1 vardir. Bazi
tavuk irklarmin hastaliga kars1 dogal direngleri bildirilmistir (Sharma ve digerleri, 2001; Hassan
ve digerleri, 2002).

2.11.1. Aktif imminite

Virusa sahada maruz kalma veya inaktifasilarla asilama, aktif bagisiklig1 uyarir. Antikor
yanit1 ¢esitli yontemlerle Olgiilebilir. Antikor titreleri, sahada maruz kalma veya asilamadan
sonraki kosullarda yuksek seyreder ve 1:1000’den yiiksek virus nétralizasyon titreleri olagandir
Yetiskinler, virusa oral yoldan maruz kalmaya kars1 direncglidirler ancak IBDV’nin kas i¢i veya
deri alt1 asilanmasindan sonra antikor Uretirler. VP2 gen bdlgesinin kanath c¢icegi virus
genomuna rekombine edilmesi ile ndtralizan antikorlarin yoklugu; hiicre aracili bagisikligin
IBDV’na karst korumada etkin bir rol oynadigmin gostergesi olarak degerlendirilmistir
(Hitchner, 1976; Bayliss ve digerleri, 1991).

2.11.2. Pasif imminite

Tavuklardan yumurta sarisi1 yoluyla gegen maternal antikorlar, erken evrelerde civcivleri
IBDV’na karsit karsi koruyabilir ve sonugta virusun immunsupresif etkisini de bloke
edebilmektedir. IBDV’ye kars1 maternal antikorlarin yar1 d6mrii 3-5 giin arasindadir (Skeeles ve
digerleri, 1979). Bu nedenle, damizlik siriiden nesillerine aktarilan maternal ndtralizan
antikorlarin titresi biliniyor ise, civcivlerin agiya duyarli hale geldigi giin araliklar1 da tahmin
edilebilir. Maternal antikor titreleri 1:100’lin alta diistiigiinde, civcivler enfeksiyona %2100
oraninda duyarli hale gelirler; 1:100 ila 1:600 arasindaki titreler ise virus tehdine kars1 yaklasik
olarak %40 oraninda koruma saglar (Lucio ve Hitchner, 1979). Tavuklarmn atente bir IBDV ile
etkili bir sekilde asilanabilmesi igin titrelerin 1:64’lin altina diismesi gerekir (Skeeles ve
digerleri, 1979). Yag emiilsiyonlu adjuvanlarla inaktif asilarin kullanimi (varyant suslarda
dahil) yuksek titrelerde maternal bagigikligi uyarmak i¢in en yaygm sekilde kullanilan
yontemler arasindadir. Yag emiilsiyonu iceren adjuvan IBD asilari, civcivleri 4-5 hafta boyunca
etkin bir korumay1 uyarirken, canli asilaryavrular: sadece 1-3 hafta boyunca koruma saglar.

Bircok hastalikta oldugu gibi, IBDV’ye kars1 pasif olarak kazanilmis bagisiklik, aktif bir

25



bagisiklik tepkisinin uyarilmasina miidahale edebilmektedir (Baxendale ve digerleri, 1980;
Lucio ve Hitchner, 1979).

2.11.3. Immunsupresyon

IBD hastalig1 piliclerde imminsupresyon ile sonlanmaktadir. Hastaligim bu etkisi
ciftliklerde farkli sekillerde kendini gostermektedir. Ozellikle iiretim performansmmn diismesi
basta gelmektedir. Ayrica sekonder enfeksiyonlarin artmasi, yemden az yararlanma,
asilamalardan sonra zayif bagisiklik elde edilmesi gibi etkilerde goriilmektedir (Giambrone ve
digerleri, 1977, Kim ve digerleri, 1999).

IBD’nin CMI (hiicre aracili bagisiklik) yanitlar1 zerindeki etkisi gegicidir ve humoral
yanitlar lizerindeki etkisinden daha az belirgindir. Lenfoblast transformasyon tahlili
kullanilarak CMI tepkisinin baskilanmasi, enfeksiyon sonrasi 6 haftalik donemde hiicresel
bagisikligin maksimum depresyonu ile tespit edilmistir. Kanathh hayvanlarda mitojen
konkanavalin A’ya kars1 T hiicresi tepkisinin nemli derecede baskilanmasi, enfeksiyon sonrasi
3.giinden 4 haftaya kadar goriilmiistiir (Nusbaum ve digerleri, 1984; Sivanandan ve
Maheswaran, 1981). Bir varyant IBDV susunun, 1 giinliik civcivlere verildiginde klasik bir susa
(Edgar) gére CMI yanit1 iizerinde 6nemli 6l¢iide daha siddetli bir etkiye sahip oldugu goriilmiis
ve CMI 5 hafta boyunca baskilanmistir ve 3 haftalikken enfekten olan tavuklarda da CMI’de
benzer bir gegici baskilanma gézlenmistir (Craft ve digerleri, 1990; Eterradossi ve Saif, 2020).

Enfeksiyondan etkilenen diger bir lenfoid organ olan Harder bezi, {ist solunum yollarmin
lokal bagisiklik sistemi ile iliskilidir. 1-5 ginlik civcivlerin IBDV ile enfeksiyonu, Harder
bezinin plazma hiicresi konsantrasyonunda 7 haftaya kadar devam eden ciddi bir azalmaya

neden olmustur (Dohms ve digerleri, 1981; Pejkovski, 1979).

IBDV ile 1 giinliik yasta enfekte olan tavuklar, serum IgG’den tamamen yoksundurlar ve
sadece monomerik immunoglobulin M (IgM) Uretmektedirler (Ivanyi, 1975; Ivanyi ve Morris,
1976). IBDV ile enfeksiyonu takiben periferik kandaki B hiicre sayis1 azalmakta ancak T
hiicreleri kayda deger 6lglide etkilenmemektedir (Hirai ve digerleri, 1979; Sivanandan ve
Maheswaran, 1980). Bu durum da virusun esas ¢gogalma yerinin B lenfositler oldugunu kanitlar
niteliktedir (Hirai ve Calnek, 1979; Ivanyi, 1975; Yamaguchi ve digerleri, 1981). IBDV nin

aktif olarak ¢ogalan hiicreler i¢in affinitesi vardir ve virusun “olgunlasmamig” veya oncii B
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lenfositleri etkiledigi gdzlemlenmistir. Olgun B lenfositlerde bu siregte etkilenir fakat oncu

olanlara gore hasar daha az olmaktadir (Mller, 1986; Marquardt ve digerleri, 1980).

Lenfosit lizisinin yani sira apoptoz, baska bir immunosuresyon mekanizmasidir (Lam,
1997; Tham ve Moon, 1996). Apoptoz ayrica lezyon gelisiminin de bir mekanizmasidir ve
cesitli doku ve organlarda olusabilmektedir (Allan ve digerleri, 1972; Vasconcelos ve Lam,
1994; Vasconcelos ve Lam, 1995).

2.12. Tam

Tamamen duyarli siiriilerde IBD’nin akut klinik salginlar1 kolayca taninmakta ve olasi bir
teshis kolaylikla yapilabilmektedir. Ani baslangig, yiiksek morbidite, ani 6liim egrisi ve klinik
belirtilerden hizli iyilesme (5-7 giin) bu hastaligin 6zellikleridir. Taninin dogrulanmasi,
nekropside; bursa fabricius’ da karakteristik olarak gozle goriiliir degisikliklerin tanimlanmas1
ile yapilabilir. Enfeksiyon seyri sirasinda bursanin boyutunda ve renginde belirgin degisiklikler

g6zlenmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Bursa fabricius, en yiiksek virus titrelerini i¢erdigi ve daha uzun siire kalic1 oldugu igin
IBDV izolasyonu i¢in tercih edilen dokudur. Diger organlar virusu igerebilmesine karsin daha

diistik konsantrasyonlarda ve daha kisa siirelerde lokalizedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

9-11 giinliik embriyolarin CAM’1 virus izolasyonu i¢in en hassas yoldur (Hitchner, 1970).
Virus daha sonra allantoik kese ve vitelliis kesesi asilama yollarina adapte edilebilmektedir.
Enfeksiyon sonucunda embriyolarin 6liimii genellikle 3-5 gln icerisinde gergeklesir. IBD’nin
varyant suslari, klasik viruslardan farkli olarak embriyolarda splenomegali ve karaciger
nekrozuna neden olabilirler. Embriyolu tavuk yumurtasi, IBDV’nin izolasyonu i¢in en duyarl

olanidir (Rosenberg ve digerleri, 1985b).

Virusun B lenfositlerde ¢ogaldigi bilindiginden, virus izolasyonu i¢in ya bursa fabricius’
dan tiiretilen birincil hiicreler ya da B hiicre kokenli siirekli hiicre dizileri kullanilmaktadir. Bazi
virus suslar1 hassastir ve embriyonlu yumurtalarda veya B lenfositlerde gogalabilmelerine
ragmen, tavuk embriyo fibroblast (CEF) hiicrelerine veya bobrek ve karaciger gibi diger
organlardan alman hiicrelere kolayca adapte olamamaktadirlar (Lee ve Luckert, 1986;
McFerran ve digerleri, 1980). Enfeksiyon embriyolarm ve hiicre kiiltiirlerinin immunofloresan
ve elektron mikroskop kullaniminin, IBDV nin erken donemde tespiti ve tanimlanmasi i¢in en

etkili metotlar oldugu goriilmistiir. Yapilan bir caligmada %50 bursal lenfositler %50 CEF
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iceren hiicre kiiltiirleri, IBDV’yi basarili bir sekilde izole etmek ve serotiplendirmek igin
kullanilmistir (Luckert, 1986). Fibroblastlar, lenfositler icin konak gdrevi gorir ve enfekte
olmus lenfositler, immunofloresan ile tespit edilmektedir. Etkilenen organ Kkesitlerinde
immunofloresan boyama veya elektron mikroskobik inceleme , IBDV’nin tanimlanmasi ve
identifikasyonuna dogrudan Onemli katki saglamaktadir (McFerran ve digerleri, 1980).
Sahadaki hastalik vakalarindan bu yontemlerle antijen veya virus tespit edilirse, embriyolu
yumurtalara ya da hicre kultiriine doku inokulasyonlar1 ekimleri yoluyla virusu izole etmek
miimkiin kilnir. Dogadaki virus populasyonunu ve sirkiilasyonundaki degisikliklerin
izlenebilmesi igin, ¢iftlik ve yabani yasamdaki IBD vakalarindan viruslarin izolasyonu,
antijenik epitoplarin analizleri ve patojenite caligmalar1 siiregen hale getrilmelidir (Eterradossi
ve Saif, 2020).

Tavuk siiriilerinde klinik tablo ve hastaligin seyri genellikle IBDV infeksiyonunun
gostergesidir. Bursa fabricius’taki degisiklikler karakteristiktir. Histopatolojik ¢alismalarla
immunohistokimyasal olarak gdsterilen viral antijenler kombine edildiginde IBDV infeksiyonu
dogrulanmaktadir. Viral antijenler agar jel presipitasyon (AGP), in stu hybridization (ISH) veya
antigen-capture ELISA (AC-ELISA) ile gostertilebilmektedir. Spesifik IBDV antikorlarin
varlhig1 ticari ELISA sistemleri ile tespit edilebilmektedir. Virus notralizasyon (VN) testi
serolojik bir test olup IBDV izolatlarmin antijenik serotiplerini ve subtiplerini giivenli olarak

differensiye etmektedir (Jackwood ve Saif, 1987).

Son yillarda IBDV teshisinde RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction)
daha siklikla kullanilmaktadir. RT-PCR vvIBDV’nin hizla identifiye edilmesini saglamaktadir
(Jackwood ve Jackwood, 1994, Zierenberg ve digerleri, 2001). RFLP (Restriction fragment
lenght polymorphism) halen IBDV’nin alt1 farkli molekiiler grubunu ayirmak igin
kullanilmaktadir (Lui ve digerleri, 2002, Viswas ve digerleri, 2002). IBDV ile enfekte bursa
fabricius’ta hastaligin erken donemini tespit etmek i¢in in situ RT-PCR gelistirilmistir (Zhang
ve digerleri, 2002

IBDV’yi dogrudan dokularda saptamak ve ayirt etmek i¢in monoklonal antikorlar ile
gergeklestirilen enzim temelinde calisan testler (immunohistokimta, ELISA) ve spesifik
nikleik asit problar temelinde calisan in-situ hibridizasyon testleri, virusun tiplendirilmesine
katki saglayabilir. Yapilan bir ¢aligmada, hticre kultlrinun antijen-ELISA’ya géredaha duyarli
oldugunu, buna karsilik poliklonal antikorla antijen tespitinin de monoklonal antikordan daha

duyarli oldugunu belirlemistir. Deneysel olarak enfekte tavuklarm bursasinda virusun tespiti
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icin ¢esitli prosediirlerin karsilastirildigi bir calismada, RT-PCR en duyarl test olarak One
cikmistir (Hassan ve digerleri, 1996; Abdel-Alim ve Saif, 2002; Abdel-Alim ve Saif, 2001).

IBDV genomunun ters transkripsiyonunu takiben izotermal amplifikasyon (RT-LAMP)
metodu, IBDV’nin molekiiler tanisinda RT-PCR’a olas1 bir alternatif olarak gorilmektedir,
ancak RT-LAMP’da maliyet ve ekipman yoniinden daha dezavantajli bulunmustur (Xu ve
digerleri, 2009).

2.12.1. Serolojik Tarama

Antikor titrelerini saptamak igin Agar Jel Presipitasyon (AGP), ELISA ve virus
notralizasyon testi gibi serolojik testler asi tepkilerinin izlenmesinin yani sira, agilanmamis
stiriilerde enfeksiyon tanisina katki saglamak amaciyla kullanilir. ELISA, asilama, enfeksiyon
ve maternal antikor titrelerinin belirlemek igin en yaygmn kullanilan testtir. Ayni zamanda
ekonomik, basit ve hizli olan bu testler, ¢ok sayida numuneyi ayn1 anda test edebilmeyi olanak
saglar (Luckert ve Saif, 2003). Viral antijenler AGP testiyle veya antijen-ELISA testiyle
taranabilir, ancak bu tir testler molekiler ya da immunohistokimyasal testler kadar hizli ve

hassas olamayabilir (Knoblich ve digerleri, 2000).
2.12.2. immunohistokimya

IBDV tanist i¢gin immunohistokimya, viral antijeni saptamak i¢in oldukga etkin tani
metotlarmdan biridir. Immunohistokimya doku morfolojisi ile viral antijenin hiicre
lokalizasyonunu belirlemesi yoniiyle de hastalik patogenezisine yaklagimda onemli katkilar
saglamaktadir. Ancak, virus varyantlarmi belirleyememesi bir dezavantajdir ve taninin
molekdler testlerle desteklenmesi dnerilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020; Haghighi ve
digerleri 2009).

Singh ve digerlerinin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada, etkilenen bursal doku kesitlerinin
lezyon bolgelerinde, 6zellikle bursal folikillerin merkezi kisimlarindaki lenfositlerde viral
antijenlere rastlanildigimi bildirmislerdir. Bazi olgularda bursa fabrcius’un epitel hiicrelerinde

de antijen pozitif reaksiyonlara rastlamiglardir.

Oladele ve digerlerinin (2009)’, bursal interfolikiiler bag dokusunda ve bursal epitelde de
viral antijenlerin varligint immunohistokimya ile belirlemislerdir. Viral antijen dagilimi,

folikUllerde fokalden diffuza kadar degisen dagilim gdsterebilmektedir. Ayrica, proventrikulus
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ve ventrikulusun birlesim yeri ile ve sekal tonsillerde de IBDV antijenlerinin eksprese edildigi
tespit edilmistir (Sing ve digerleri, 2015). Pantin-Jackwood ve Brown (2003) IBDV antijenleri
ayni zamanda, proventrikiiler boliimlerde, trakea siliyer epitellerinde ve kalp kasinda da
lokalize oldugunu tespit etmislerdir. Hemalatha ve digerleri (2009) 1 giinliik deneysel olarak
enfekte ettikleri beyaz leghorn erkek civcivlerde benzer immunohistokimyasal sonuglari
bildirmiglerdir. Singh ve digerleri (2015), yaptiklar1 calismada ise genel olarak bursa
fabricius’un korteks ve yiizey epitelindeki izole lenfoid hiicrelerde degisen yogunluklarda
immunpozitif reaksiyonlar1 gérmiislerdir. Benzer reaksiyon, enfeksiyondan sonraki giinlere
bagl olarak timusun kortikal lenfositlerinde ve Harder bezinin birka¢ glandiiler epitel

hiicresinde de goriilmiistiir.

Giirel ve digerlerinin (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada, yapilan immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda antijen pozitif boyanmalara en ¢ok lenfosit hiicrelerin sitoplazmasinda
ve hem interfolikiiler hem de intrafolikiiler bolgelerin interseliiler alanlarinda ve ayrica 6zellikle
genis folikiiler nekroz alanlar1 gosteren bursalarin kas tabakasmnin derinliklerine uzanan
alanlarda rastlanmistir ve yine sublinik Gumboro olarak degerlendirilen 8 bursal kesitten
7’sinde antijen pozitif boyanmalara en ¢ok medullada bulunan ancak kortekste de goriilen

nispeten blyik vakuoler alanlarda bol miktarda bulunmustur.

Zahid ve digerlerinin (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada immunpozitif boyanmalarin ¢ogu
Bursa fabricius’un epitel hiicrelerindeve follikiillerdeki lenfositlerde goriilmiistiir. Bunun yani
sira bursa fabricius disindaki farkli dokularda infiltre mononuklear hicreler ve fibroblastlarda
da nadiren de olsa pozitifliklere rastlanmistir. Zahid ve digerlerinin (2018) 6zellikle doku
tropizminin mekanizmasi anlasilmaya c¢alisilmis olup, doku tropizmini anlamak i¢in

immunohistokimyanin daha iyi bir tan1 testi oldugu sonucuna varilmastir.

Sing ve digerlerinin (2015), yaptiklar1 ¢alismada, Immunohistokimyasal boyamanin,
makroskobik veya mikroskobik lezyonlarla uyumlu olan ve immunofloresan teknikle
desteklenmesi gereken IBDV enfeksiyonu nedeniyle farklilasmis dokularda IBDV antijenini

gostermek icin kesin, spesifik, hizli ve giivenilir bir yontem oldugu sonucuna varmiglardir.
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2.12.3. Ayiric1 Tam

Ik hastalik salginlarinda ani baslangic morbitidesi, kabarik tiiyler, ara sira diskida kan
bulunmasi, akut bir koksidiyoz salginmi diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, kas kanamalar1
ve genislemis 6demli veya hemorajik kloakal bursalar IBD’yi akla getirmektedir (Eterradossi
ve Saif, 2020).

IBD’den 6len tavuklar akut nefroz gosterebilir. Diger bircok durum nefroz ve bobrek
lezyonlarmin tutarsizligima neden olabileceginden, bu tiir lezyonlar IBD tanis1 i¢in yeterli neden
olmamalidir. Bursa fabricius tutulumu genellikle IBD’yi diger nefroza neden olan durumlardan
ayirt edecektir. Dehidrasyon, bobrek degisikliklerine ve muhtemelen IBD enfeksiyonu ile
iligkili olanlara ¢cok benzeyen gri, atrofik bursalara neden olabilmektedir. Bununla birlikte, bu
bir siirii kosulu olarak olusmadikca, bu tiir degisiklikler nispeten daha az sayida tavukta
gOrilmektedir. Bu vakalarin ayiric1 tanisinda yardimcr olmak igin siiriiniin 6ykiisu esas
olmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020).

IBD’nin akut formlarmnmn klinik tanisi, ani 6liimler ve hastalanan tavuklarin kisa siire
icinde iyilesmesi ve patognomonik semptomlarin gdézlemlenmesi ve postmortem muayene
esaslarma dayanmaktadir. Ozellikle kanath koksidiyozu, Newcastle hastalig1, mikotoksikozlar,
Tavuklarin bulasict anemisi ve enfeksiy0z bronsit ile karistirabilmektedir. Tim akut vakalarda,
bursal lezyonlarin varligi IBD tanisina izin vermektedir. Subklinik vakalarda olusan bursa
atrofisi Marek hastaligi ve tavuklarmn bulasici anemisi ile karigtirabilir. Bursa fabricius’un
histopatolojik incelenmesi bu hastalik arasmdan ayrimmin yapilmasma izin vermektedir

(Luckert ve Saif, 2003).

Enfeksiyoz bronsit virusunun belirli nefropatojenik suslari nefroza neden olur
(Winterfield ve Hitchner, 1962). Bu olgular, kloakal bursada herhangi bir degisiklik olmamas1
ve Oliimlerin genellikle solunum bulgularindan 6nce gelmesi ile IBD’den ayirt edilebilmektedir.
Surude iki hastaligm ayni anda ¢ikma olasiligr gz ardi edilmemelidir (Eterradossi ve Saif,
2020).

Bazi Marek hastalig1 izolatlar1 ile deneysel olarak bursal atrofi gézlemlenmistir ancak
atrofi enfeksiyondan 12 giin sonra gdzlenmistir ve histolojik yanit IBD’de bulunandan belirgin
sekilde farkhidir (Jakowski ve digerleri, 1969). Makroskobik olarak uyluk ve gogiis kaslarinda

goriilen hemorajiler Marek hastaliginda pek rastlanmamaktadir. Marek hastaliginda
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enfeksiyondan sonra 25.giinlerde goriilen asir1 zayiflik, halsizlik, yiiriime giicliigii, parmaklarin
iceriye dogru kivriklig1 ve bir ayagin 6ne digerinin arkaya dogru uzatilarak oturulmasi IBD’de
g0zlenmemektedir. Yine mikroskobik bozukluklarin Marek hastaliginda enfeksiyondan sonra
yaklagik 13.glinlerde ortaya ¢ikmasiyla da Gumboro hastaligindan ayrimmi yapmak mimkin
hale gelmektedir (Gurel, 1992).

Tip 8 kanath adenovirusu ile 1 giinliikk, SPF tavuklarin deneysel enfeksiyonlarinda,
inokulasyondan 2 hafta sonra kii¢iik bursalar ve bursal folikiil atrofisi tiretmistir (Grimes ve
King, 1977). Karaciger, dalak, pankreas ve bobrekler gibi diger bazi organlar biiyiik dlgiide
etkilenmis ve karaciger-pankreasta intraniikleer inkliizyon cisimcigi gozlenmistir (Eterradossi

ve Saif, 2020).
2.12.4. Seroloji

ELISA su anda kanatl stiriilerinde IBDV antikorlarmin degerlendirilmesi i¢in en yaygin
olarak kullanilan serolojik testtir. ELISA’da elde edilen antikor titreleri sonuglar1 6lgmek
bilgisayar yazilim programlarina kolayca girilmesi Virus Notralizasyon testine gore avantaj
saglamakta ve daha yaygin kullanim saglamistirr (Marquardt ve digerleri, 1980; Snyder ve
digerleri, 1994; Thayer ve digerleri, 1987). Bu programlarla, damizlik siiriiler iizerinde, siirii
bagisiklik titrelerini gosterecek ve optimal bagisikligin olusturulabilmesi i¢in bir antikor profili
gelistirilmesine de  olanak  saglamaktadir. Asilama  programlarinin  etkinliginin
degerlendirilmesinde ve bir antikor profili olusturulmasinda, siiriide en az 30 serum numunesi
test edilmelidir. ELISA’nin serotip 1 ve 2’ye karsi olusan antikorlar arasinda bir ayrim
yapamadig1 ve ticari kitlerin her iki serotipe kars1 oldugu bilinmelidir (Ismail ve digerleri, 1988;
Ashraf ve digerleri, 2006). Hassas bir teknik olan ELISA’nin ve ELISA kitlerinin duyarliligi
ve Ozgiilligi hem laboratuvar ici hem de laboratuvarlar arasi degiskenliklere bagh farkli
sonuglat sunabilmektedir (Kreider, 1991). Bu nedenle, bir referans serum kontrol amaciyla

diger numuneler arasia eklenmesi tavsiye edilir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Rekombinant antijenlere (bir veya daha fazla antijenik epitop kombinasyonlar: halinde)
dayali ELISA gelistirilmistir (Singh ve digerleri, 2010). IBDV’nin VP2 bdlgesine hedef alan
ELISA reaktifleri, vektor veya alt birim asilara verilen serolojik yanit1 izlemek i¢in yararl
olabilir, ¢linkii asilanmis tavuklarda bu proteine yonelik antikor yanitini almak daha elverislidir.
Ayrica vektor veya rekombinant asilarda yer almayan (6rnegin, bir VP3 ELISA antijeni

kullanilarak) epitoplarin, ELISA testi reaktiflerinde yer almamasi, asili hayvanlar1 enfekte
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hayvanlardan differensiye etmede “Differentiating Infected from Vaccinated Animals” (DIVA)
onemli katkilar saglamaktadir. Ornegin alt birim asilar (anti-VP3 antikorlar1 olmadan), DIVA
ilkesine gore enfekte hayvanlardan (anti-VP3 antikorlar1 ile) ayirt edilebilir (Le Gros ve
digerleri, 2009; Miiller ve digerleri, 2012).

ELISA’nin kullanilmasindan ©nce, antikor tespiti i¢in en yaygin prosediir virus
notralizasyon testi olmaktaydi (Skeeles ve digerleri, 1979). Virus nétralizasyon testi, farkli
IBDV serotiplerini ayirt edecek tek serolojik testtir ve bu virusun izolatlar1 arasindaki antijenik
varyasyonlar1 ayirt etmek i¢in hala tercih edilen yontemdir. Virus Notralizasyon testi igin
kullanilan indikator virus, belirli bir serotip i¢inde birka¢ antijenik alt tipin mevcudiyeti
nedeniyle test sonuglarinda 6nemli bir fark yaratabilmektedir (Jackwood ve Saif, 1987). Farkli
laboratuvarlarda ¢alismak virus nétralize edici titrelerin belirlenmesinde 6nemli farkliliklar da
nadir degildir (Mekkes ve Wit, 2002). Sahadaki ¢ogu tavuk serumu, sahada maruz kalma, asiya
maruz kalma ve yilksek antikor diizeylerinden c¢apraz reaksiyonlarin bir kombinasyonu
nedeniyle, genis bir antijeniteye sahip ¢esitli virus spektrumuna karsi yiiksek diizeyde nétralize

edici antikorlara sahip olmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020).
2.13. Mudahale Stratejileri

Enfekte kanatlilar ve vektorlerle temas, enfeksiyonun yayilmasmi kolaylastirmaktadir.
Bu virusun bir¢ok fiziksel ve kimyasal ajana karsi direngliligi, bir strtiden diger bir striye
tasinma olasiligini artirabilmektedir. IBD mevcudiyetinde, kanath enfeksiyonunun yayilmasini
onlemek i¢in uygulanan sihhi 6nlemler titizlikle uygulanmalidir. Epidemiyolojik faktorlerle
ilgili yapilan bir c¢alismada, enfeksiyonunun yayilmasinda bakim ve beslemeye yonelik
faktorlerin de roliiniin biiyiik oldugu anlasilmistir (Eterradossi ve Saif, 2020; Sanchez ve
digerleri, 2005).

2.14. YOnetim Prosedurleri

Atenue as1 suslarmin gelistirilmesinden 6nce, IBD’yi kontrol etmek i¢in civcivlerin
bilerek erken yasta enfeksiyona maruz birakilmasi kullanilmistir. Bu, hastalik ge¢misi olan
ciftliklerde uygulanmistir. Ayrica, 2 haftalik yastan kiigiik civcivler hastaliga maruz kalsalar
bile normalde klinik IBD belirtileri gostermezler. Erken IBD enfeksiyonlarinin siddetli
immunsupresif etkisi tanimlandigi andan itibaren bu yontem ¢ekiciligini yitirmistir (Eterradossi

ve Saif, 2020).
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IBDV ile etkin bir miicadele i¢in, kapsamli bir temizlik ve dezenfeksiyon islemleri
uygulanmalidir ve virusun direngli yapist bu islemler uygulanirken dikkate alinmalidir

(Eterradossi ve Saif, 2020).
2.15. immunizasyon

Tavuklarm asilanmasi, tavuklarda IBD’nin 6nlenmesi i¢in kullanilan baslica yontemdir
ve IBD asilar1 son yillarda gesitlendirilmistir (Miiller ve digerleri, 2012). Ozellikle civcivlerde
maternal antikorin saglanmasi igin basta damizlik siiriilerin bagisikligi 6nemlidir. Maternal
antikorlar, civcivleri 1-3 hafta korur, ancak yag adjuvanli asilarla damizlik siiriiler
asilandiginda, pasif bagisiklik 4-5 haftaya kadar uzayabilmektedir (Baxendale ve digerleri,
1980; Lucio ve Hitchner, 1979).

IBDV oldukga bulasicidir ve inaktivasyona ¢ok direnclidir. Bu nedenle, siki1 hijyenik
onlemlere ragmen ve yiiksek titrelerde virus sag¢iliminin oldugu kosullarda, asilama civcivlerde
yumurtadan ¢iktiktan sonraki ilk haftalarda gerekli olabilmektedir. Damizliklarda ise yag
adjuvanl agilar girilerek maternal antikorlarm olusumu ve yeni nesillere aktarilmasi saglanarak
pasif bagisikliga katkida bulunulur bu amagla canli asilar da damizliklara uygulanabilir ve
maternal antikor titreleri saglanabilir. Gerek canli gerekse inaktif asilamalar sonrasi
damizliklarda titreler bir siirii igerisinde Onemli Olgiide degiskenlik gdsterebilir ve asi

tekrarlarmina ihtiyag gosterebilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Civcivlerde son yillarda yaygin kullanim alani bulan IBD as1 tipi de “immun kompleks™
asilardir. Bu as1 tipinin ¢alisma mekanizmasi; canli IBD as1 virusunun antijenik epitoplarina
baglanabilecek notralizan maternal antikorlar yerine, in vitro monoklonal antikorlar ile
kaplanmasi prensibine dayanir. Boylelikle canli as1 virusu maternal antikorlardan etkilenmez
ve asillama yast “in ovo” ya da yumurtadan ¢ikan 1 giinliik civcivlere uygulama firsatini

sunmaktadir (Whitfill ve digerleri, 1995; Jeurissen ve digerleri, 1998).

Klasik ateniie IBDV asilar1 ile gen¢ civcivlerin asilanmasindaki en biiyiikk problem,
maternal antikor titrelerine bagli olarak en uygun asilama zamaninin belirlenmesidir.
Civcivlerdeki maternal antikor titreleri, damizlik anaglardaki as1 virusunm virulansi, asilama
yolu ve maruz kalma seviyesine gore degismektedir. Etkili bir ag1 programi gelistirirken
cevresel stresler ve yonetim dikkate alinmasi gereken faktorleri hesaba katilmalidirr. Bir

damuzlik siiriisiinde veya onun genetiginde (siiril) antikor diizeylerinin izlenmesi agilama i¢in

34



uygun zamanin belirlenmesine yardimci olabilir. Antikor titrelerini test eden, ELISA ve Virus
Notralizasyon testlerinin yavru civcivlerde as1 duyarliligi icin farkli zamanlar1 sunabilecegi goz
onlinde bulundurulmalidir (De Herdt, 2005). Bu nedenle asi tarihlerinin hesaplanmasinda
kullanilan formiiliin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir (Eterradossi ve
Saif, 2020).

Virulans ve antijenik ¢esitlilige dayali olarak bir¢cok canli asi segenegi mevcuttur.
Virulansla ilgili olarak, asilar mild-mild intermediate-intermediate-intermediate plus-hot olarak
smiflandirilir. Klasik suslarla kombinasyon halinde veya tek basina varyantlar1 iceren asilar da
mevcuttur. Yiksek derecede virulent (hot), orta ve avirulent suslar, sirasiyla 1:500, 1:250,
1:100’den diisiik maternal virus notralize edici antikor titrelerini kirar (Lucio ve Hitchner, 1979;
Skeeles, 1979). Ara suslarin virulanslar: farklilik gostermekte ve 1 giinliik ve 3 haftalik SPF
tavuklarinda bursal atrofi ve immunsupresyona neden olabilmektedir (Luckert ve Mazariegos,
1985). Maternal virus ndtralizasyon antikor titreleri 1:1000°den azsa, civcivler avirulent virus
suslar1 ile enjeksiyon yoluyla asilanabilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Bazi as1 viruslari,
timusta, dalakta ve bursa fabricius’ ta ¢ogalir ve burada 2 hafta kalabilmektedir (Luckert ve
Rifuliadi, 1982). Maternal antikor katabolize edildikten sonra, kalic1 ag1 virusuna kars1 birincil
antikor yanit1 vardir. Enjeksiyondan 6nce bir intermediate-plus ile dl¢tilen miktarda IBDV
antikorunun karistirilmasiyla yapilan bir aginin, 1 glinliik civcivleri maternal antikor varliginda
bagisiklamak i¢in tanimlandigi ancak su anda kullanimda oldugu bildirilmistir (Haddad ve
digerleri, 1997).

Inaktif virus asilar1 genellikle geng tavuklarda birincil tepkiyi indiiklemek igin kullanilsa
da pek tercih edilmez, ancak bazen 1 ila 10 giinliik yastaki etlik veya damizlik pili¢ civcivlerine
bir doz enjeksiyon halinde de uygulandig: bildirilmistir (Wyeth ve Chettle, 1990; Wyeth ve
digerleri, 1992). Yag adjuvant asilar1 su anda IBDV’nin hem klasik hem de varyant suslarini
icerebilmektedir. Damizlik siiriilerin antikor profilinin ¢ikarilmasi, asilamanin etkinligini ve

antikorun kaliciligin1 degerlendirmek igin tavsiye edilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Asilarda kullanilan viriis i¢in spesifik olan antikor (immunglobulin) as1 viriisii ile uygun
oranda karistirilir. Bu islemin sonucunda viriis-antikor kompleksi (immun kompleks) asilar
olusur. Kompleksteki antikor miktar1 o kadar azdir ki pasif bagisikliga veya as1 virlistiniin
notralizasyonuna neden olmaz. Diger taraftan asiya eklenen antikor miktar1 as1 virus
replikasyonunun normal isleyisini birkac giin erteleyebilecek kadardir. Bu da orta derecede

zayiflatilmis as1 viriislerinin giivenli in-ovo uygulanmasmi saglar (Wit ve Baxendale, 2022).
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18 glinlik pili¢lerde canli IBDV ag1 uygulamalarinin yani sira, “in ovo” immun kompleks
as1 uygulamalart is glcl tasarrufu saglamasi ve maternal antikor blokajindan kagmasi
bakimindan giincel bir teknik uygulamadir. Enjekte edilen canli bir IBD asisinin tek basma “in
ovo” enjeksiyonu deneysel olarak, yumurtadan g¢ikma sonrasi asilamaya kiyasla, bursal
lezyonlarin daha hizli iyilesmesiyle sonuglanir ve tehdite karsi benzer bir koruma saglamaktadir
(Gagic ve digerleri, 1999; Whitfill ve digerleri, 1995; Rautenschlein ve Haase, 2005; Negash
ve digerleri, 2004).

IBDV antijenik gen bdlgelerinin baska bir canli rekombinant virusun genlerine
klonlanmasi ile elde edilen vektor asilar da sahada kullanim alani1 bulmustur. IBD vektor asilar
kapsaminda tavuk c¢icegi virusu, hindi herpes virusu (HVT), Marek hastaligi virusu, tavuk
adenovirusu (CELO) ve Newcastle hastaligi virusu yer almaktadir. Ek rekombinant asi
viruslari, antijenik spektrumlarini genisletmek veya asi kaynakl antikorlarin farklilagsmasina
izin vermek i¢in modifiye edilmis IBDV asilarmi icermektedir. Halihazirda piyasada bulunan
rekombinant asilar, HVT den tiiretilir ve yiiksek diizeyde notralize edici maternal antikorlar
karsisinda bile aktif bir anti-IBDV antikor tepkisini indiklemektedir (Bayliss ve digerleri,
1991; Darteil ve digerleri, 1995; Tsukamoto ve digerleri, 1999; Francois ve digerleri, 2004;
Huang ve digerleri, 2004).

Ozellikle IBDV igin akilet bir asillama programn uygulamak  zordur;
asillamaprogramlarinin gelistirilmesinde hem aktif bagisiklifin hem de pasif bagisikligin
dikkate alinmas1 gerekir. Pasif bagisiklik kritik bir 6neme sahiptir ¢linkii civcivlerin IBDV nin
immunosupresif etkilerine daha duyarli olduklar1 yasamim erken donemlerinde korunmalari
gerekir (Lucio ve Hitchner, 1979). Civcivlerde bir 6rnek antikor titrelerinin olmamasiyla iligkili
maternal antikorlarin degisken seviyelerde olmasi nedeniyle, maternal antikor azalana kadar
tekrarlanan asilara ihtiya¢ duyulmaktadir (Weisman ve digerleri, 1978; Winterfield ve Thacker,
1978).

IBDV agilarinin koruyucu etkinligi geleneksel olarak spesifik patojen icermeyen (SPF)
tavuklarda degerlendirilir. Ancak saha kosullar1 altinda maternal antikor seviyeleri asi
etkinligine miidahale edebilir. Deneysel kosullar altinda intermediate asilarin bunu
yapmayabilecegi gosterilmistir (Alam ve digerleri, 2002; Goddard ve digerleri, 1994;
Tsukamoto ve digerleri, 1995; Van den Berg ve digerleri, 1991). Genel olarak basarili IBDV

asilamasi, asilama zamanina, se¢ilen as1 susuna, siiriiniin maternal antikor seviyesine ve ayrica
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epidemiyolojik saha durumuna bagli olmaktadir (Alam ve digerleri, 2002; De Wit, 2003;
Tsukamoto ve digerleri, 1995).

Maternal bagisiklik, yonetimi ve mevcut operasyonel kosullardaki degiskenlik nedeniyle
evrensel bir asilama programi olusturulamaz. Yiiksek diuzeyde maternal antikor titrelerindeki
azalma 7 gun ile 2/ 3 haftaya kadar uzayabilir. Etlik pili¢ler 1 giinliik yasta agilanacaksa, IBDV
asisi, Marek hastalig1 asis1 ile enjeksiyon yoluyla uygulanabilir. Damizlik ikame tavuklarin
replasmani gerekebilir ve bircok (retici 10-14 haftalikken canli as1 ile asilanir. Inaktif yag
adjuvant asilar1 genellikle 16.-18. Haftalarda uygulanir. Antikor profili, siirii titrelerinde biiytik
bir diisiise isaret ediyorsa, yetistiricilerin yeniden asilatmasi gerekebilir (Eterradossi ve Saif,
2020).

IBD’de kullanilan asilarin apoptozu indiikledigi yoniinde birgok calisma yapilmustir.
Killian ve digerlerinin (2017) yaptig1 bir calismada, deneye dahil edilen tiim kanatlilarin Bursa
fabricius’larinin medullar alanindaki lenfositlerde TUNEL pozitif apoptotik goérintulere
rastlanmustir. 3., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde alinan 6rneklerde apoptotik hiicre sayisinda, kontrol
gruplara gore artis gézlenmistir.  Yapilan degerlendirmenin tiim giinlerinde asilanmis
gruplardaki apoptotik hiicre sayis1 asilamadan sonraki 14.giinden itibaren en yiiksek degerlere
ulagmugtir. Bu asilarin formiilasyonlarinda kullanilan canli virus susu, patojenik virus susun
benzer sekilde, , apoptotizisyoluyla lenfositlerin 6limine yol actigi belirlenmistir. En yliksek
seviyelere asilamadan yaklasik 14 giin sonra ulasilmasi; virusun sadece bursa fabricius’a
dogrudan etkisinin olmadigini, aym1 zamanda (diger ¢alismalarda da gozlemlendigi gibi)
asillama sonrasi virus replikasyonu siirecinde yangisal reaksiyonlarm ortaya ¢ikmasiyla
sekillenen bir siirecin etkisine de baglanmustir. (Khatri & Sharma, 2007a; Kong ve digerleri,
2004). Histopatolojik incelemeler de apotozis ile ilgili bulgular1 destekler niteliktedir. Yangisal
yanitta Ozellikle makrofajlarin dikkate deger apoptotik etkilere sahip sitokin salinimlarini
sergilemektedir (Qureshi, 1998; Khatri & Sharma, 2007a,b).

Nieper ve digerlerinin (2010), yaptiklart bir ¢aligmada viral enfeksiyonun erken
evrelerinde (inokulasyondan 2 giin sonra) apoptotik hiicrelerin agirlikli olarak folikiillerin
medullasinda goriildiigiinii belirtmislerdir. Daha sonrasinda, inokulasyondan 4 ve daha fazla
gun sonra apoptotik hiicre sayismin arttigin1 ve 6zellikle kortekste kromatin yogunlasmasi ve
hiicresel biiziisme tarzinda tipik apoptoz morfolojileri gozlemlemislerdir. Enfekte olmamis
kontroller ise in stu TUNEL reaksiyonu, agirlikli olarak sadece kortiko-medullar smirda az

sayida lenfositin apoptotizise siiriiklendigi gortilmiistiir (Lam, 1997; Ojeda ve digerleri, 1997).
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Bursa fabricius B hiicresi olgunlagmasi nedeniyle apoptotik hiicrelerin arka planimni temsil
eder. Bununla birlikte, enfekte olmayan kontrollerde, apoptotik hiicreler agirlikli olarak
medulla ve korteks arasindaki bir bolgede yogunlasirken, enfekte bursal boliimlerinde ise bu
hicreler folikulun tim bolimlerine yayilabilmektedir (Nieper ve digerleri, 2010). IBDV
hiicreyi enfekte ettiginde viral proteinler saptanabilir hale gelmeden o6nce enfeksiyon
dongiisiiniin ¢ok erken bir asamasinda apoptoz indiiklenir. in vitro Vero hiicreleri ve tavuk
embriyo fibroblastlarda saptanabilir viral antijen veya RNA olmadan enfeksiyonun ¢ok erken
evrelerinde, hizli gelisen apoptoz belirtileri virus eliminasyonu i¢in dogal immunitenin énemli
belirteglerinden biri olarak yorumlanmaktadir (Tham & Moon, 1996). Enfekte olmamis bursal
hicreler de viral antijenler olsun veya olmasin diger hiicrelerden aldiklari sinyaller ile apoptoza

hazirlanirlar (Nieper ve digerleri, 2010).

2.16. Tedavi

IBDV enfeksiyonun seyrini degistirecek higbir pratik terapotik veya destekleyici tedavi
bulunmamustir (Parkhurst, 1964). Pasif olarak aktarilan antikorun, ylklemeden sonra periton
icine enjekte edildigi deneysel immunoterapi, klinik belirtiler gésteren kanatlilardaki hastalik
tablosunda buyik 6lcude gerilemeler saglasa da bu yaklasim sahada test edilmemistir (Malik
ve digerleri, 2006).

Literatlrde bazi yeni antiviral bilesiklerin ve interferon indiikleyicilerinin IBD tedavisi
icin kullanimina iliskin herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Ketotifen, IBDV asilamasinin 1
saat once uygulanmasi bursal hasarm gelismesini 6nlemek ve vvIBDV tehdidinin neden oldugu
klinik belirtileri ve mortaliteyi azaltmak icin deneysel olarak rapor edilmistir, ancak veteriner
hekimlikte lisansh degildir (Wang ve digerleri, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Deney Hayvanlarn

Kulugkadan yeni ¢ikmis (sifirnct giin) toplam 55 adet broiler ki civcive
immunkompleks bir as1 olan “ Poulvac® Bursaplex® (Zoetis)” intramuskuler yolla enjekte
edilerek agilanmistir. Kontrol amaci ile toplam 21 adet hayvana herhangi bir as1 uygulamasi
yapilmamustir. Asi enfekte ve kontrol grubundaki hayvanlarin ayr1 ayr1 odalarda kesintisiz su
ve broiler yemi ile ad libitum beslenmesi saglanmistir. Denemeler 40.giine kadar devam
etmistir. Deneme odalarinda deneme siiresince 24 saat/giin aydinlatma programi uygulanmis
olup; nispi nem %50-60 seviyesinde tutulup, sicaklik denemenin ilk haftasinda 33°C, ikinci
haftasinda 30°C, fglinci haftasinda 27°C, dordiincii haftasindan itibaren 24°C’ye

sabitlenmistir.

As1 grubundaki hayvanlara inokulasyon sonrasi 1., 3., 5. gunlerde 5’er; 10., 20., 30. ve
40. giinlerde 10’ar adet toplamda 55 civicv servikal dislokasyon yéntemiyle 6tanazi edildi ve
nekropsileri gergeklestirildi (Etik kurul No:64583101/2022/46). Kontrol grubundaki
hayvanlar da ayn1 giinlerde 3’er toplamda 21 civciv ayni sekilde 6tanazi edildi ve nekropsileri
gerceklestirildi. Bu hayvanlara ait Bursa fabricius’larin boyut ve agirlik bilgileri inokulasyon
glinlerine gore kaydedildi. Tiim organlardan alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu

formalin sollisyonunda 48 saat sure ile tesbit edildi.

3.1.2 Histopatolojik Inceleme

Formalin solusyonu (%210) ile tespit edilen organ numuneleri 6-8 saat sure ile akan
cesme suyunda formalini giderildi ve trimleme islemi gerceklestirildi. Otomatik doku takip
cithazinda (Leica TP 1020) bilinen yontemlerle alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°) ve ksilol
serilerinde islem gordiikten sonra parafinde bloklandi. Bu bloklardan 5 pm kalinliginda alinan
kesitler (Mikrotom, Leica RM 2135), hematoksilen ve eozin (HE) ile boyandi. Poly-L-Lysine

kapli adheziv lamlara alinan seri kesitler ise immunohistokimyasal boyamada kullanildi.
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3.2. Immunohistokimya

3.2.1. Immunohistokimya I¢in Antiserum Uretimi

Calismanm immunohistokimyasal metotta kullanilacak primer antikor eldesi i¢in 4kg
agirhgmda 2 adet, erigskin Yeni Zelanda albino tavsanlar kullanildi. Caligma siiresince
hayvanlarm bakimi Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma Unitesi’nde ayr1 odalarda gergeklestirildi.
Deneme 6ncesinde tavsanlarin fiziksel muayenesi ve gaita muayeneleri yapildi ve herhangi
bir saglik sorunu olmadig1 goriildii ve denemeye alind1 (Etik no:64583101/2022/46). Deneme
sliresince tavsanlarin ad libitum olarak yeme ve suya erisimi saglandi. Antikor eldesi igin,
Infeksiyoz Bursal Hastalik antijeni (1ml) ve Complete Freundadjuvani (1ml) iyice emiilsiyona
edildikten sonra deri alt1 yolla tavsanlardan birine enjekte edildi. Ik enjeksiyondan 14 giin
sonra IBDV antijen (1ml) ve Freund’in incomplete adjuvani ile derialtina ikinci enjeksiyon ve
buna meteakip 3 hafta sonra ayni1 dozlarda ve sekilde 3. enjeksiyon gergeklestirildi. Son
enjeksiyondan 10 giin sonra hayvanin kulak venasindan 10 ml kan alind1 ve serumu ¢ikartildi.
Bunu takiben 15 giin sonra tekrar ayni sekilde 10 ml kan alind1 ve tekrar serumu ¢ikartildi

Elde edilen antiserum immunohistokimyasal incelemelerde primer antikor olarak kullanildi.

Tavsanlardan digerine herhangi bir uygulama yapilmadi ve siire¢ sonunda kan alinip

serumu ¢ikartildi. Bu serum kontrol olarak deneylerde kullanildi.

3.2.2. Serum Aglutinasyon Testi

Tavsanlardan elde edilen serumlar, kontrol serumlar1 ve antijen oda sicakligma (20-
22°C) gelene kadar bekletildi. Serum diliisyonu i¢in 10 adet agliitinasyon tiipii alinarak,
birinci tiipe 0,8ml, ikinci ve diger tiiplere 0,5ml %0,5 fenollii fizyolojik tuzlu su (FFTS) 29
kondu. Birinci tiipteki FFTS {izerine 0,2ml muayene edilecek serum ilave edildi. Tyice
karigtirildiktan sonra 1. tiipten 0,5ml alind1 ve ikinci tiipe kondu, karistirildiktan sonra
0,5ml’si diger tiipe aktarildi. Bu sulandirma ve karigtirma iglemi son tlipe kadar devam etti.
Son tiipten 0,5ml alinip atildi. Bu sekilde serum diliisyonlar1 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80...
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seklinde oldu. Her tiipe 0,5ml iiretmis oldugumuz infeksiydz Bursal Hastalik antijeni ilave
edildi ve tiipler sallanarak iyice karistirildi. Serum-antijen karigimi oranlar1 1/10, 1/20, 1/40,
1/80, 1/160... seklinde hazirlandi. Tiipler 37°C’de inkiibasyona birakild1 ve 17-24 saat sonra

sonuclar okundu ve titrasyon en son 1/40.sulandirmaya kadar olanlarda alind1 (Resim 1).

Resim 1. Serum aglutinasyon testi

3.2.3. Iimmunohistokimyasal Metot

Poly-L-lysine kapli lamlara alinan 0,5 mikron kalinligindaki kesitler,
immunohistokimyasal metotlarda kullanildi. Alinan seri parafin kesitler, Labeled
Streptavidin-Biotin (LSAB) metodunun 6ngordiigii sekilde ve ilgili firmanin 6nerileri
dogrultusunda takip edildi. Kesitler, deparafinizasyon ve dehidrasyondan sonra antijenik
reseptorlerin agiga ¢ikarilmasi amaci ile, sitrat buffer soliisyonunda (pH 6.0) su banyosu
(95°C, 30 dk) ile isleme tabi tutuldu. Dokulardaki endojen peroksit aktivitesini dnlemek i¢in,
hidrojen peroksit (H202) in metanoldeki (%3) ¢ozeltisinde 15 dakika bekletildi ve spesifik

olmayan antijenik baglanmalar1 engellemek i¢in %5°lik ke¢i serumunda 5 dakika tutuldu.
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Calismada tavsandan elde edilen anti-IBDV antikoru (1/50 sulandirma) primer antikor olarak
kullanildi. Primer antikor uygulamasini takiben dokular sirasiyla, biotinlenmis kegi anti-
tavsan [gG immunoglobulin G ile 15 dakika inkiibe edildi. Ardindan tiim kesitler PBS ile ii¢
defa yikanip streptavidin-horse peroksidaz ile 15 dakika inkiibe edildi. Devaminda tiim
kesitler PBS ile ii¢ defa yikandi. Kesitler, 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) kromojen
soliisyonu ile 15 dakika stireyle inkube edilerek kromojenik reaksiyon elde edildi. Son olarak
arka plan boyamasi igin kesitler Mayer’s Hematoksilen soliisyonuna daldirilip ¢ikarildi,

musluk suyunda yikanarak su bazli yapistirici ile kapatildi.
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4.1. Nekropsi Bulgulan

4. BULGULAR

Nekropsi muayenesinde inokiilasyon sonrasi giinlerine gore olusturulan gruplarda;

virusun en ¢ok lokalizasyon gosterdigi basta Bursa fabricius, dalak ve timus olmak tzere ve

diger dokular (kemik iligi, timus ve ince bagirsak segmentleri) makroskobik olarak incelendi.

Incelenen dokularin higbirinde makroskopik bir degisiklik dikkati gekmedi.

karsilastirildiginda belirgin farkliliklar goralda.

Tablo 2. Inokulasyon sonrasi giinlere gére Bursa fabricius’ larm agirliklar: (gr)

As1 grubundaki hayvanlarin Bursa fabricius’larinin agirliklari, kontrol grubundakiler ile

Doku 1.Giln 3.Gln 5.Gln 10.Gln 20.GUn 30.Gun 40.Gun

Bursa n1:0,134 | n6: 0,196 | n11:0,201 | nl16:0,343 | n26:1,040 | n36:1,272 | n46:1,344

fabricius | n2:0,141 | n7: 0,198 | n12:0,234 | n17:0,368 | n27:1,084 | n37:1,276 | n47:1,448

n3:0,146 | n8: 0,210 | n13:0,268 | nl18:0,396 | n28:1,098 | n38:1,284 | n48:1,397

n4:0,152 | n9: 0,215 | n14:0,270 | nl19:0,399 | n29:1,110 | n39:1,296 | n49:1,467

n5:0,157 | n10:0,217 | n15:0,298 | n20:0,449 | n30:1,158 | n40:1,297 | n50:1,496

n21:0,450 | n31:1,198 | n41:1,309 | n51:1,519

n22:0,452 | n32:1,249 | n42:1,311 | n52:1,539

n23:0,458 | n33:1,269 | n43:1,316 | n53:1,634

n24:0,462 | n34:1,261 | n44:1,325 | n54:1,601

n25:0,463 | n35:1,277 | n45:1,339 | n55:1,612

Bursa k1:0,758 | k4:0,810 | k7:1,502 k10:2,116 | k13:2,612 | k16:3,681 | k19:4,945

fabricius | k2:0,789 | k5: 0,860 | k8:1,498 k11:2,214 | k14:2,688 | k17:3,782 | k20:5,136

(Kontrol | k3:0,812 | k6: 0,900 | k9:1,535 k12:2,134 | k15:2,746 | k18:3,815 | k21:5,637
Grubu)
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Tablo 3. Inokulasyon sonras1 giinlere gore Bursa fabricius’ larin boyutlar1 (cm)

Doku 1.GUN 3.GUN 5.GUN 10.GUN | 20.GUN | 30.GUN | 40.GUN
Bursa nl:0,5 n6:0,6 nl11:0,7 nl16:0,9 n26:1,4 n36:1,9 n46:2,1
fabricius | n2:0,5 n7:0,6 nl12:0,7 nl7:0,9 n27:1,4 n37:1,9 n47:2,1
n3:0,5 n8:0,7 nl13:0,8 n18:0,9 n28:1,4 n38:1,9 n48:2,2
n4:0,6 n9:0,7 nl14:0,8 nl19:1 n29:1,5 n39:2 n49:2,3
n5:0,6 nl10:0,7 n15:0,8 n20:1 n30:1,5 n40:2 n50:2,3
n21:1 n31:1,5 n4l1:2 n51:2,4
n22:1 n32:1,5 n42:2 n52:2,4
n23:1,1 n33:1,5 n43:2 n53:2,4
n24:1,1 n34:1,5 n44:2,1 n54:2,5
n25:1,1 n35:1,6 n45:2,1 n55:2,5

Bursa k1:0,8 k4:1 k7:1,5 k10:2 k13:2,4 | k16:2,7 | k19:2,9
fabricius | k2:0,8 k5:1,1 k8:1,5 k11:2 k14:2,4 k17:2,8 k20:3
(Kontrol | k3:0,9 k6:1 k9:1,6 k12:2,1 | k15:2,5 |k18:2,8 |k21:3,3
Grubu)

4.2 Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degisikliklerin ¢ogunlugu Bursa fabricius’ta lokalize idi. Diger bulgular
ise, dalakta IBDV antijen sunumu ile sekillenen B lenfosit aktivasyon olusumlarma iliskin
primer follikiil gelisimleri idi. Kemik iligi ve timusta 6dem diginda belirgin bir mikroskobik
degisiklige rastlanmadi. Lenfoid dokular disindaki diger organlarda kayda deger herhangi bir
lezyona rastlanmadi.

Bursa fabricius’ta sekillenen lezyonlarin siddeti 5 katogoride degerlendirildi. (+1)
lezyon siddetinde; Bursa fabricius’ta lenfoid follikillerinde ve interfollikiiler alanlarin gevsek
bir yapida ve kollagen doku ayrilmalari ile karakterize 6dem bulgusu idi (Resim 2). (+2) lezyon
siddetinde; (+1) siddetine ilaveten folliktllerdeki lenfositlerde tek tiik nekrozlar ile (¢ogunlugu
karyopiknoz ve karyoreksis) hafif folliktler atrofiydi (Resim 3). (+3) lezyon siddetinde; +2

lezyon siddetine gore lenfositlerdeki nekroz sayilar1 artmis ve follikiiler atrofi daha belirgin
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hale gelmisti (Resim 4 ve 5). Bunun yani sira subepiteliyal ve interfollikiiler alanlarda belirgin
mononiklear hicre infiltrayonun goérulmesiydi. (+4) lezyon siddetinde; Bursa fabricius’ta
lenfoid follikiillerdeki lenfositlerdeki nekrotik degisiklikler hemen follikiiliin tamamini
kapsamakta ve follikuller atrofi ¢ok daha belirgin halde olup, interfollikiiler fibr6z doku
proliferasyonu follikiiler atrofiye eslik etmekteydi; ayrica bazi follikillerde retikiler doku
nekrozunun olusumu ile litik kistik olusumlarin yer almasiydi (Resim 6). (+5) lezyon
siddetinde: ¢ok siddetli atrofik follikiller, nekroza bagl siddetli lenfosit kayiplar1 ve kistik
olusumlar ile siddetli follikiller atrofi ve siddetli interfollikiiler bag doku proliferasyonunun
doku biitiinligiine hdkim olmas1 idi (Resim 7). Kontrol gruplarindaki hayvanlarmm Bursa
fabrcius’larinda herhangi bir mikroskobik degisiklik secilemedi.

Bursa fabricius, ilk inokiilasyon sonras1 birinci, t¢lincl ve besinci giinlerinde Gtanazi
edilen toplam 15 civcivde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi. Inokulasyondan
sonraki 10. guniinde Otanazi edilen 10 civcivden dordlnde (+1) siddetinde lezyon kaydedildi.
Inokulasyondan sonraki 20 ve 30. ginlerinde 6tanazi edilen civcivlerde, 10. giinden farkli
olarak, 6demin yani sira cok belirgin sekilde lenfoid follikiillerin 6zellikle medullar
bblgelerinde bosalma ile birlikte, karyolizis, karyoreksis ve piknozla karakterize lenfiositlerin
nekrozuyla karakterize (+4; +5) siddetine ulasan lezyonlar dikkati ¢cekti. Bunun yani sira dort
olguda follikiil caplarinin belirgin sekilde kiigiildiigii ve interfollikiiler alanda siddetli bag doku
proliferasyonlarmin gelistigi gézlendi. Inokulasyondan sonraki 40. giiniinde 6tanazi edilen 10
civcivde ise (+4; +5) lezyon siddetinin gerileyerek, 6 olguda (+3) siddetinde, iki olguda (+2) ve
bir olguda (+1) siddetinde sinirli kaldig: belirlendi (Tablo 4). Kontrol grubunda yer alan ve
IBD as1 inokulasyonu yapilmayan civcivlerin Bursa fabricius’larinda histopatolojik bir bulgu

kaydedilmedi.

Dalak dokusunda IBD virusuna iligkin dentritik hiicrelerin dalaga gelmesi ve B lenfosit
aktivasyon alanlarma iliskin sekillenen primer follikiil olusumlar1 5 katogoride degerlendirildi.
20’lik objektifte taranan 10 sahada hig follikiil goriilmemesi (-); ortalama bir primer follikil
(+1); ortalama iki primer follikul (+2); ortalama tg¢ primer follikil (+3); ortalama dort primer

follikll (+4); bes ve Uzeri primer follikll sayisi ise (+5) olarak degerlendirildi (Tablo 4).

Dalakta, inokulasyondan sonraki birinci, glincli ve besinci giinlerinde 6tanazi edilen
toplam 15 civcivde herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi. Inokulasyondan sonraki
10. glniindeki toplam 10 hayvandan 4’iinde; dentritik hlicrelerce sunulan viral antijenin
olgunlasmakta olan B lenfositlere sunulmasi ile sentroblastik, sentrositik ve plazma hucrelerin

gelisim gosterdigi germinal merkez morfolojili primer follikiil olusumlarina 4 olguda (+1
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siddetli) rastlanildi. Inokulasyondan sonraki 20, 30 ve 40. giinlerinde 6tanizi edilen toplam 30

civcivin tamaminda (+1)’den (+5) siddetine ulasan primer follikiil olusumlarinin gergeklestigi

g0Ozlendi (Resim 8). Kontrol grubunda yer alan ve IBD as1 inokulasyonu yapilmayan civcivlerin

dalaklarinda histopatolojik bir bulgu kaydedilmedi.

Tablo 4. Bursa fabricius ve dalak dokusunda gérilen histopatolojik lezyonlarin siddet derecesi

Organ IS 1. Gin; | IS 3. Giin | IS 5. Gun | IS 10. Giin | IS 20. Gun | 1S 30. Giin | IS 40.giin
n=5 n=5 n=5 n=10 n=10 n=10 n=10
B Fabricius ()5 ()5 (-)/5 ()4 (+2)13 (+2)/4; (+1)/2
(+1)/6 (+3)/3; (+3)/4; (+2)/12;
(+4)/2; (+4)12 (+3)/6;
(+5)12
Dalak ()5 ()5 (-)/5 (-)/6; (+2)/4; (+1)/1; (+2)12
(+1)/4 (+3)/3; (+3)/2; (+3)/2
(+4)/1; (+4)/4; (+4)/5
(+5)/2 (+5)/3 (+5)/+1

n:inokulasyon sonrasi giinler olgu sayisi; Histopatolojik lezyon siddeti / Olgu sayisi

(-): Lezyon yok; (+1): Hafif siddetli, (+2; +3); Orta siddetli, (+4; +5): Siddetli
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Resim 2. Interfollikiiler alanin gevsek bir yapida ve kollegen ipliklerde ayrilmalar ile
karakterize 6dem bulgusu (OKklar) (+1 siddetinde lezyon). Bursa Fabricius, IS 3. Giin. HE.

Resim 3. Hafif follikiler atrofi, folliklllerin merkezi kisimlarinda hafif lenfoid bosalma,
lenfositlerde tek tik karyopiknoz ile karakterize (+2) siddetinde lezyon (OKlar). Bursa
Fabricius, IS 10. giin. HE.
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Resim 4. Belirgin folliktler atrofi, follikuillerde g6ze carpan sekilde lenfosit nekrozu ile
lenfoid bosalma ile karakterize (+3) siddetindeki bulgular (Oklar). Bursa Fabricius, IS 20.
Guln. HE.

Resim 5. (+3) siddetindeki lezyonun daha yakin biiylitmedeki lenfositlerde karyopiknoz ve
karyoreksis morfolojileri (Ok baslar1). Bursa Fabricius, IS 20. Giin. HE.
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Resim 6.Lenfoid follikiillerdeki lenfositlerdeki nekrotik degisiklikler hemen follikilin
tamamini kapsayarak follikiller atrofinin gok daha belirgin hale geldigi ve buna interfollikuler

fibroz doku proliferasyonunun eslik ettigi (+4) siddetindeki bulgular (Oklar). Bursa Fabricius,
IS 30. giin. HE.

Resim 7. Lenfoid nekroz ile birlikte folliktller atrofinin (Ok baslar1) ve de bagdoku
interfollikiler fibroz doku proliferasyonunun (Oklar) daha da baskin hale geldigi (+4)
siddetindeki bulgular. Bursa Fabricius, IS 20. Giin. HE.
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Resim 8. Viral antijenin olgunlasmakta olan B lenfositlere sunulmasi ile sentroblastik,
sentrositik ve plazma hiicrelerin gelisim gosterdigi germinal merkez morfolojili primer
follikiil olusumlar1 (OKlar) , Dalak. 30. gin. HE.

4.3 immunohistokimyasal Bulgular

IBD virus as1 enfekte hayvanlarin Bursa fabricius, dalak, timus, bagirsak, kemik iligi ve
bobrek dokularinda sekillenen immunreaksiyonlarin siddeti 5 kategoride semikantitatif olarak
degerlendirildi (Tablo 4). Bursa fabriciusta’ki degerlendirmede; IBD virus antijeni yalnizca 1-
2 follikulde ve fokal alanlarda sinirli immunopazitiflik (+1); 1-2 follikiildeki diffuz dagiliml
immunopozitiflik (+2); 3-5 follikiildeki fokal dagilimli pozitiflik (+3); 3-5 follikilde diffuz
dagiliml pozitiflik (+4); 6 ve lizeri follikiildeki pozitiflik (+5) olarak degerlendirildi. Diger
dokulardaki immuopozitiflik 1-3 hicrede (+1), 4-6 hicrede pozitiflik (+2), 7-9 hiicrede
pozitiflik (+3), 10-12 hiicrede pozitiflik (+4); 13 hicreden daha fazla pozitiflik (+5) olarak
degerlendirildi.

Inokulasyondan sonraki sonrasi birinci giiniinde 6tanazi edilen 5 civcivden 4’iiniin

Bursa fabricius’larinda, yalnizca 1-2 follikilin medullar bélgesinde fokal bir alani kapsayacak
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sekilde lenfositlerde hafif derecede (+1;+2) immnopozitif reaksiyonlara rastlandi (Resim 9).
Inokulasyondan sonraki iigiincii, besinci ve onuncu giinlerinde 6tanazi edilen biitiin civcivlerin
Bursa Fabricius’larinda immunopozitiflikler saptanmis olup, pozitifliklerin dagilimi genel
olarak orta ve giddetli bir goriiniim sergilemisti. Ayrica inokilasyondan sonraki 3. Giintinden
sonra Otanazi edilen ¢ogu olgunun epiteliyal tabakasinda da immunopozitif reaksiyonlar
gozlendi. inokulasyondan sonraki 20. giiniinde de pozitifliklerin dagilimi ve siddeti +3 ile +5
arasinda kalirken, inokiilasyondan sonraki 30. ve 40. giinlerinde ise pozitifliklerin siddeti
azalmis, orta (+2, +3) ve hafif (+2, +1) diizeyde kalmist1. Kontrol grubunda yer alan ve IBD as1
inokulasyonu yapilmayan civcivlerin Bursa fabricius’larinda IBD virus antijen immunopozitif

reaksiyonlar kaydedilmedi.

IBD virus asis1 verilen hayvanlarin dalak dokularinda, ilk immunopozitif reaksiyonlara
inokilasyondan sonraki 1. giinde 5 civcivden 3’Unde lenfoid hicrelerde gordlirken,
inokulasyondan sonraki tigiincii giinde 5 olgudan 4’iinde, inokiilasyondan sonraki 5. guniinde
bltiin olgularda saptandi. Dalakta immunopozitifliklerin dagilimi ve siddeti inokilasyondan
sonraki 10. ve 20. glinlerindeki olgularda orta (+3) ve siddetli (+4, +5) diizeye ¢ikarken (Resim
12); inokulasyonun 30. ve 40. giinlerinde ise immunopozitifliklerin siddetinde diismeyle

birlikte bazi olgularda da hi¢ saptanmadi.

Timus dokusu, IBD virus antijenin en yogun sekilde lokalize oldugu organlardan
biriydi. Inokulasyondan sonraki birinci giinde bes hayvandan yalnizca birinde hafif (+1)
immunopozitiflik gorulurken; inokilasyondan sonraki iigiincii, besinci ve onuncu giindeki
bitin olgularda medullar bélgede yer alan 6zellikle hassal korpuskull epitellerinde ve
lenfositlerde genel olarak orta (+2, +3) siddette bir viral antijen tutunumu gozlendi. Bazi
olgularin korteks tabakasinda daha hafif tutulumlu immunopozitifliklere de rastland.
Inokulasyondan sonraki 20. giinde timusta immunopozitfifliklerin dagilimi siddetlenirken
(Resim 13 ve 14), inokilasyondan sonraki 30. ve 40. Giinlerde orta ve hafif siddette bir dagilim

gostermisti. Kontrol grubu hayvanlarin timuslarinda immunopozitif reaksiyonlar kaydedilmedi.

Bagirsaklarda, inokilasyondan sonraki birinci ve Ucuncl giinde O6tanazi edilen
hayavanlardan yalnizca birer olguda lamina propriyadaki lenfoid hiicrelerde hafif siddette
immunopozitif reaksiyonlar not edildi. Inokulasyondan sonraki diger giinlerde ise bagirsaklarda

immunopozitifliklere rastlanmadi.

Kemik iliginde, inokulasyondan sonraki birinci giinde bes hayvandan tgtinde hafif (+1)

immunopozitiflik goralirken; inokilasyondan sonraki Uglincl ve besinci giindeki biitiin
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olgularda lenfoid huicrelerde genellikle orta siddette (+2, +3) bir viral antijen immunopozitifligi
saptandi. Inokulasyondan sonraki 10 ve 20. ginlerde pozitifliklerin siddeti artarken,
inokilasyondan sonraki 30 ve 40. giinlerde bir digsme egilimine girdigi farkedildi. Kontrol

grubu hayvanlarin kemik iliginde immunopozitif viral antijen varlig1 goriilmedi.

Bobrek dokusunda; ilk viral antijen tutulumu inokilasyondan sonraki birinci giinde bes
hayvandan ikisinde hafif (+1) immunopozitiflik gorulurken; inokilasyondan sonraki tigtincti ve
besinci giindeki hemen butin olgularin korteks tubulus epitel sitoplazmalarinda hafiften
siddetitliye kadar degisen bir pozitiflik dikkati cekti (Resim 15). Inokulasyondan sonraki 10.
giinden itibaren bobreklerde immunopozitif reaksiyonlarin goriilme orani azalmaya basladigi,
30. ve 40. ginlerdeki bircok olguda ise pozitif reaksyonlara rastlanmadigi kaydedildi. Kontrol

gurubu hayvanlarmn bobreklerinde IBD viral antijen immunopozitiflikler saptanmadi.
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Tablo 5. Calismay1 olusturan dokularda meydana gelen immunpozitif reaksiyonlarin siddet

derecelendirmesi
Dokular | IS 1. Giin; | IS 3. Giin | IS5. Giin | IS 10. Giin | iS 20. Giin | IS 30. Giin | IS 40.giin
n=5 n=5 n=5 n=10 n=10 n=10 n=10
Bursa (-)/1; (+1)/1; (+2)/2; (+2)/3 (+2)/2; (+1)/2; (+1)/3;
Fabricius (+1)/2; (+2)/2; (+3)/2 (+3)/3 (+3)/3; (+2)/4; (+2)/6;
(+2)/2 (+3)/1 (+5)/1 (+4)13 (+4)12 (+3)/3 (+3)/1
(+4)/11 (+5)/11 (+5)/3 (+4)11
Dalak (-)/2; (/1 (+1)/1; (+1)/2; (+1)/1; (+1)/3; )/3;
(+2)/3; (+1)/2; (+3)/4; (+2)/3; (+2)/2; (+2)/5 (+1)/5;
(+2)/2; (+3)/3; (+3)/4; (+3)/2; (+2)12
(+4)12 (+4)13
Timus (-)/4; QAN (+1)/1; (+1)/1; (+)/2 (+1)/4; (-)/4;
(+1D/1 (+1)/3; (+2)/2; (+2)/2; (+3)/3 (+2)/3; (+2)/2
(+3)/1; (+3)/1 (+3)/1 (+4)/3 (+3)/3 (+1)/4
(+5)12
Bagirsak (-)y4 (-)4 ()5 (-)/10 (-)/10 (-)/10 (-)/110
(+1)/1 (+2)/1
Kemik (-)/2; (+1)/2; (+1)/1; (+1)/1; (+2)/3 (+2)/4 (+1)/3
iligi (+1)/3 (+2)/1 (+2)/2 (+2)/3 (+3)/4 (+3)/4 (+2)/4
(+3)/2 (+3)/2 (+3)/4 (+4)/2 (+H/1 (+3)/2
(+4)/2 (+5)/1 (+5)/1 (+H/1
Bobrek (-)/3; ()3 (+1)/1 (-)/4; (-)/6; ()7, -)/9;
(+1)/2 (+1/1 (+2)/2 (+1)/4 (+1)/4 (+1)/3 +D1
(+3)/1 (+3)/1 (+2)12
(+4)/1

n:inokulasyon sonrasi giinler olgu sayis1; immunopozitiflik / Olgu sayist (-): Immunopozitiflik yok;
(+1): Hafif immunopozitiflik, (+2; +3); Orta siddetli immunopozitiflik, (+4; +5): Siddetli immunopozitiflik
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Resim 9. IBD virus antijenin yalnizca fokal alanda yalnizca 1-2 folliktlin medullar
bdlgesindeki lenfositlerin sitoplazmalarindaki (+2) siddetindeki immunopozitif reaksiyonlar
(OKlar) , Bursa Fabricius. IS 3. Giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) Kit.

Resim 10. IBD virus antijenin genis bir alanda birgok follikiiliin medullar bdlgesindeki
lenfositlerde diffuz bir sekilde (+5) siddetindeki immunopozitif reaksiyonlar (Oklar), Bursa
Fabricius. IS 20. Giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) Kit.
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Resim 11. Resim 10’un daha yakin bilyiitmede gériiniimii (OKklar) , Bursa Fabricius. IS 20
Gun. Streptavidin-Biotin (LSAB) kit

Resim 12. IBD virus immunopozitifligin (+5) siddetinde, yaygin bir halde ¢ok sayida
Lenfositlerdeki goriiniimii, Dalak. IS 20. giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) Kit.
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Resim 13. IBD virus antijenin medullar bolgede (+5) siddetindeki immunopozitif
reaksiyonlar1 (Oklar), Timus. IS 20. Giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) kit.

Resim 14. IBD virus antijenin lenfoid hiicrelerde (+5) siddetindeki immunopozitif
reaksiyonlar1 (OKlar) , Timus. IS 20. Giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) Kit.
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Resim 15. IBD virus antijenin 6bekler halinde tubulus epitellerinde tutunum gosterdigi

immunopozitif reaksiyonlar (Oklar) , Bobrek. IS 20. Giin. Streptavidin-Biotin (LSAB) Kit.
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5. TARTISMA

Diinyada ve ililkemizde son yillarda ekonomik getirisi yonunden ciddi boyutlara varan
kanatl yetistiriciligi beraberinde daha fazla hastalikla karsilasma potansiyelini de beraberinde
getirmistir. Kanath sektorii giderek artan {iretimi ile siiriilyl tehdit eden enfeksiyon
hastaliklarina karst daha dikkatli olunmasi ve koruyucu hekimligin daha fazla 6ne ¢ikmasini
gerektirmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Gumboro ilk kez 1962 yilinda Amerika’nin “’Deleware’’ eyaletinin Gumboro
bolgesinde gozlemlendigi i¢in hastalifa bu isim verilmistir. Hastalik ilk zamanlarinda
enfeksiyona yenik diisen kanatlilarda ileri derecede bobrek lezyonlar: tespit edilmesi nedeni ile
“avian nephrosis’® olarak isimlendirilmistir (Eterradossi ve Saif, 2020). Tirkiye’de ise
infeksiyonun varligina iliskin ilk rapor Kandil (1978) tarafindan bildirilmistir.

Enfektif hayvanlarda 2-3 glnluk inkubasyonu takiben halsizlik, ishal, tremor,
inkoordinasyon, dehidrasyon gibi klinik belirtiler mevcuttur (Yesilbag, 2021). Virulans: orta
dereceli (intermediate) canl asi susu ile 18. Giinliik civcivlerde yapilan denemelerde, bazi
hayvanlarda ishal ve diigskiinliik gibi bulgular tanimlanmustir (Coletti ve digerleri, 2001).
Sunulan ¢aligmada virulansi ¢ok yliksek immunkompleks asilamanin yapildigi hayvanlarda
herhangi bir Klinik bulgunun goérilmemesi; immunkompleks asmnin kulugckadan yeni ¢ikan
hayvanlara uygulanabilmesi ve replikasyon hizinin ve immunizasyonun zamana yayilmasi hafif
de olsa bildirilen klinik bulgularin sekillenmesinin oniine gegebilecegini diistindiirmektedir.

Enfektif virusun inokulasyonundan yaklasik 3 haftaliktan sonra 6dem ve hiperemi
nedeniyle Bursa fabricius boyut ve agirlik olarak artmaya baslar. 4. haftaya gelindiginde,
genellikle Bursa fabricius normal agirlhiginin iki katina ¢ikar ve daha sonra boyut gerilemeye
baglar. 5. haftada Bursa Fabricius normal agirligina geri doner, ancak atrofiye ugramaya devam
eder ve 8.haftadan itibaren esas agirligmnin iigte birine hatta daha da diisiik bir boyuta
ulagabilmektedir (Cheville, 1967). Coletti ve digerleri (2001), kullandiklar1 viriilans1 ¢ok
yuksek canli agilamalarda, nekropsi muayenesinde civcivlerin Bursa fabricius’larinda 6dem ve
hemorajileri kaydetmislerdir. Singh ve digerleri (2015), Gumboro hastaligindan 6len piliglerin
Bursa fabricius’larinda agirlik ve boyut artisi yaninda hemorajik lezyonlar bildirmislerdir.
Gerek dogal ve gerekse deneysel enfeksiyonlarda piliglerde Bursa fabrcius ve pektoral kaslarda
hemorajilere rastlanilsa da (Eterradossi ve Saif, 2020; Juuma ve digerleri, 2019); sunulan
caligmada immunkompleks asiya maruz kalan olgularda herhangi bir makroskopik lezyona
rastlanmamistir. Bu durumun asmin viriilansi ¢ok yiiksek olmasina karsin immunkompleks

olmas1 ve kulugkadan ¢ikan civcivlere uygulanmasi, virusun Bursa fabricius’ a ulastiktan sonra
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hizl1 bir replikasyon hizinda ve olasilikla da yangisal mediatdr, kemokin ve sitokin saliimlarini
optimal smirlarda uyarmasina baglayabiliriz. Diger yandan histopatolojik bulgularda lenfoid
doku hasarmin bazi hayvanlar disinda hafif/orta siddette kalmasi, immunohistokimyasal olarak
da virus replikasyonun genelde hafif/orta siddette yayilim gostermesi de makroskobik
lezyonlarin sekillenmesinin engellendigini gostermektedir.

Dogal ya da deneysel enfeksiyonlarda Gumboraya iliskin histopatolojik degisiklikler,
makroskobik bulgularla paralel olarak, en siddetli Bursa fabricius’da meydana gelir.
Enfeksiyondan veya inokulasyondan 24 saat sonra mikroskobik bulgular gelisebilmektedir.
Bursal folikullerin medullar boélgesinde lenfositlerin dejenerasyonu ve nekrozu en tipik
bulgulardandir. Lenfositlerin yerini kisa siirede heterofiller, piknotik kalintilar ve hiperplastik
retikiiloendotelyal hiicreler almaktadir. Hemorajiler sik¢a goriilmektedir ancak yine de tutarl
bir lezyon olarak kabul edilmemektedir. Enfeksiyonun baslangic asamalarinda birkag lenfoid
follikiil etkilenirken yaklasik 3. ve 4. giinde tiim folikiiller etkilenmektedir. Bu sirada goriilen
bursal agirlik artisina, siddetli 6dem, hiperemi ve belirgin heterofil artis1 neden olmaktadir.
Yangisal reaksiyon azaldik¢a, folikiillerin medullar alanlarinda kistik kavitasyonlar
gelismektedir; bu alanda heterofillerin ve plazma hiicrelerinin nekrozu ve fagositozu meydana
gelir ve ayn1 zamanda interfollikiiler alanda bag doku proliferasyonu gerceklesir (Cheville,
1967; Hemboldt ve Garner, 1964; Mandelli ve digerleri, 1967; Peters, 1967). Sunulan bu
caligmadaki histopatolojik bulgular, IBD hastaliginda dogal enfeksiyonlara bagli olarak gelisen
histopatolojik bulgular ile biiyiik oranda paralellik gdstermistir. Ozellikle inokulasyon sonrasi
1. glinde Bursa fabricius’ta viral antijenlerin goriilmesi; as1 susunun da dogal suslardaki gibi
hizla virusun hedef organ olan Bursa fabricius’a ulastigi1 ve replike olmaya basladigini
gostermistir.

Bharathi ve digerleri (2021), 3 yil igerisinde Klinik olarak IBD ile uyumlu ve virolojik
olarak IBD tanis1 koyduklar1 119 adet pilicin bursal lezyonlarni histopatolojik olarak 1 ila 5
arasinda skorladiklarmi bir ¢alismada; Bursa fabricius’ta lenfoid bosalma, lenfosit nekrozu,
folliktler atrofi, folikiillerde kistik olusumlar ve interfollikiiler bag doku artisini bildirmislerdir.
Olgularin genel skor ortalamasimnin 2-4 arasinda oldugunu ve 6zellikle skor 3’ e sahip tavuklarda
ve 21-30 giinliik yasta olan tavuklarda 6liim oraninin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Singh ve digerleri (2015), dogal enfekte bir siiriiden elde ettikleri hastalikli 33 civcivin
nekropsisini gerceklestirdikleri, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak IBD tanisi
koyduklar1 ¢aligmada; lenfoid foliklllerde bosalma, bursal epitelin kayb1, follikul atrofisi, kistik
foliktller olusumlar ile interfollikiiler fibrozisi tanimlamiglardir. Rautenschlein ve digerleri

(2005), 4 farkh ticari as1 (ilk Gi¢li orta virulansh, sonuncusu orta-yiksek virulansli asi)
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kullanarak gerceklestirdikleri deneysel ¢alismada; orta virulansli asi uygulanan piliglerde genel
lezyon skoru ortalama 1 dolayinda olurken, orta-ylksek virulansli asi ile enfekte edilmis
piliclerde bu skorun 3’ten biiyiik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, Rautenschlein ve digerleri
(2005), bu ¢alismasinda orta ve orta-yiksek (intermediate ve intermediate plus) canli asilar
sonucunda Bursa fabricius’ta yuksek oranda (%76-%100) follikullerde lenfoid bosalma,
lenfosit nekrozlari, follikiiler atrofi ve interfollikiiler alanlarda fibrozisi tanimlamiglardir. Orta
virulansh asilar yaklasik 35. glnlerde antikor olusumunu indiklerken, orta-yiksek virulansli
asilarin yaklasik 18. giinlerde antikor indiiklemesi yaptigini bildirmislerdir. Sunulan bu tez
caligmasinda %14,63 lenfoid bosalma ve %12,20 lenfosit nekrozu ile karakterize histopatolojik
veriler; as1 virusunun yiiksek viriilansa sahip immunkompleks asi, diger orta/yiiksek virulansl
konvensiyonel asilara gére doku hasarinin 6nemli 6lglide azaltmasi; IBD’ye karsi ¢ok daha
etkin bir immunizasyona katki saglayacagi sonucunu dogurmaktadir. Diger yandan,
immunkompleks asinin IBD asilama siirecinde siddetli lenfosit kayiplarini 6nemli dlgiide
geriletmesi, asilama siirecinde basta infeksiydz bronsitis olmak iizere diger patojenlere karsi
acik kap1 araligimin 6nemli 6lglide kapatilacagi anlamimi da tasimaktadir. Coletti ve digerleri
(2001), orta-ylksek virulansli bir asiy1 in-ovo teknikle civcivlere uyguladiklar1 ve bursa
fabricius’ta olusan histopatolojik lezyonlar1 1 ila 4 arasinda skorladiklar1 deneysel ¢alismada;
bursal follikiillerdeki lenfosit yikimimin genel skorunun 2 ila 3 arasinda orta siddette sinirlt
kaldigini1 gézlemislerdir. Bu histopatolojik veri, ayn1 virulansli aginin genel rutin uygulama yas1
olan 18. giinliik civcivlerdekine gore bursal doku hasarmin kiyaslandiginda, immunkompleks
as1 ile sunulan ¢caligmadaki skorlarla genel olarak ortiistiiglinii soyleyebiliriz. Ancak, akilc1 bir
biyomiihendislik ile gelistirilmis olan immunkompleks asilarin civcivlerde sirkiile olan
maternal antikorlar1 notralize etmeden lenfoid dokulardaki immunizasyon siirecine dahil olmasi1
ve hafif/orta siddette doku hasar1 ile immunizasyonu gergeklestirmesi, diger konvensiyonel
asilara iistiinliiglinii gostermektedir.

Tanimura ve digerleri (1995), yaptiklar1 deneysel ¢alismada kulanmis olduklar1 yiiksek
patojenik sus (J1) ve orta dereceli patjenik sus (Ehime/91, DV86) ile enfekte ettikleri 21 glnluk
yastaki civcivlerde; inokulasyon sonrasi 12. saatte Bursa fabricius, sekal tonsiller, timus, dalak
ve kemik iliginde herhangi bir antijenik tutuluma rastlamamglardir. Inokulasyon sonrasi 1.
glinde sadece Bursa fabricius’ ta hafif siddetli antijenik tutuluma, 2.giinde Bursa Fabricius’ ta
siddetli fakat diger dokularda kemik iligi hari¢ hafif siddetteantijenik tutuluma, 3. giinde her iki
kullanilan sus i¢inde Bursa fabricius’ta siddetli bir antijenik tutulum gozlenirken, diger
dokularda orta dereceli patojeniteli susa kars1 siddetli bir antijenik tutulum meydana gelmistir.

Kemik iligi 3.giinde yiiksek patojenik susa kars1 bir antijenik cevap olusturamamistir. 4. 5. 7.
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ve 10.giinlerde virusun ana hedef organi olan Bursa fabricius’ta gerek yiiksek gerekse de orta
patojeniteli suslara kars1 siddetli bir antijenik tutulum izlenmistir. Buna karsilik diger dokularda
gunler ilerledikce 6zellikle orta patojeniteli susla enfeksiyonda, antijenik tutulumlar ¢ok zayif
kalmistir. Yiiksek patojeniteli susa karsi ise antijenik tutulum goériillmemistir. Zahid ve digerleri
(2018) yaptiklar1 ¢aligmada, enfeksiyonun 3. gininde civcivlerin timus dokusunun medullar
bolgesinde lenfoid hiicrelerde viral antijen varligini bildirmisler, 5 giinde ise Bursa fabricius’
un korteks ve medullar bolgelerinde viral antijen tutulumlarini izlemislerdir. Viral antijen
siddetinin de enfeksiyonun 3. ila 14.gunler arasinda maksimum seviyeye ulastigini
kaydetmislerdir. Ateniie yiiksek virulansli immunkompleks (gumbohatch (Hipra)) asmnin
kulugka ¢ikiginda (0. giin) civcivlere verilmesi ile gerceklestirildigi bu tez g¢aligmasinda;
virusun hedef organi olan Bursa fabricius’ta inokulasyonun 12 ila 24. saatler arasinda hafif ve
orta siddetli antijen pozitif reaksiyonlarin gézlenmesi; dogal suslarla gergeklestirilen patogenez
caligmasindaki gibi, immunkompleks as1 susunun da dogal patojenik suslar gibi hemen hemen
ayni zaman dilimlerinde Bursa Fabricius’a tutunum gosterdigi ve lenfoid hiicrelerde replike
olmaya basladigininin kanit1 olarak degerlendirilmistir. Diger yandan ilk 24 saat igerisinde
Bursa fabricius disinda, dalak kemik iligi, timus ve bobrek gibi diger dokularda ¢ok zayif viral
antijen pozitif reaksiyonlarin alinmasi da dogal enfeksiyon siireciyle ortiismiistiir. Sunulan
caligmada broylerlerin kesim yasi1 olan 40 giinliik siireye kadar olan slrecte, Bursa Fabricius’ta
viral antijen siddetinin 3 ile 20. ginler arasinda artarak en yiksek seviyeye ulastigini, 30.
gunden itibaren azalarak 40. giine kadar ise en diisiik seviyeye indigini soyleyebiliriz. IBD viral
antijen tutulumunun en yiiksek seviyede oldugu 20-30. giinler arasinda, Bursa fabricius’ta
lenfoid doku hasarinin ve follikiil atrofisinin en siddetli doneme karsilik geldigi dikkati
cekmistir. Diger yandan, bu calismanm 30-40. giinleri arasinda antijen pozitifligin diisiik
seviyede oldugu donemde de follikiillerdeki hasarin hafifledigi ve hatta bir¢ok follikiiliin

rejenere olarak yerini tamamladig1 goriilmiistiir.

T hucreleri, IBDV ile enfeksiyona direnclidir. T hiicresel yanit, enfeksiyondan 5 giin
sonra hastaligin erken fazinda Bursa fabricius’taki IBD virus susunun patojenitisine bagl
olarak, viral replikasyonu sinirlandirabilir ve hastaligin klinik-patolojik etkilerini kontrol altina
alabilmekte; ancak muhtemelen c¢ok gucli sitokin salinimmin indiklenmesi ve doku
iyilesmesinin gecikmesiyle birlikte patolojik etki de gii¢lii ortaya ¢ikabilmektedir (Kim ve
digerleri, 2000; Coletti ve digerleri, 2001). Bursa fabricius ile mukayese edildiginde, dalak
dokusunda viral antijen pozitiflik oldukca diisiik seviyelerde kalmasina karsin; timusta ise bazi

olgularda antijen pozitiflik Bursa Fabricius tutulumlarindaki kadar siddetli diizeyde oldugu
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gorilmiistiir. Dalak dokusunda immunopozitifliklerin diisiik siddette kalmasi; virusun asil
replike oldugu hiicrenin olgunlasmakta olan B lenfositlerin Bursa fabricius’a kiyasla ¢ok diisiik
sayllarda kalmasi ile acgiklanabilir. T hiicre rezervi doku olan Timusta ise IBD antijen
pozitifligin giiglii olmasini ise, diger arastirilarin bulgulari ile Ortistigi gibi (Coletti ve
digerleri, 2001; Hussan ve digerleri, 2013), antijen pozitifligin lenfoid hiicreler yaninda asil

timus epitel hiicerlerinde de lokalize olmasiyla agiklik getirilmistir.

Hastalik ilk tanimlandig1 yillarda, enfeksiyona yenik diisen kanathlarda ileri derecede
bobrek lezyonlar1 tespit edilmesi nedeni ile “avian nephrosis’® olarak isimlendirilmistir
(Eterradossi ve Saif, 2020). Sunulan bu ¢alismada bobrek dokusunda herhangi bir histopatolojik
bulgu tanimlanmamuis olup, inokulasyonun 10. giiniine kadar olan olgularda hafiften siddetliye
kadar belirlen immunpozitiflik, 20 ile 40. giinler arasinda belirgin sekilde diismiis ve birgok
hayvanda da gézden kaybolmustur. IBDV as1 susunun bobrek tubulus epitellerinde belirgin
sekilde replikasyon gostermesine karsin, histolojik bulgu sekillendirmemesini; dogal
enfeksiyonlardaki gibi baskim virus replikasyonun olugsmamasi ve buna bagl olarak da doku
hasarmi1 olusturacak yangisal mediatér, kemokin ve sitokin salmimimin yetersizligine

yorumlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

IBD virusu, etlik piliclerde ve civcivlerde Bursa fabricius’undaki olgunlasmakta olan
B-lenfositlerde replike olur ve siddetli doku hasarina neden olarak klinik-patolojik bulgulara
yol acar. Bunun yaninda virus kemik iligi, dalak ve timusta da replike olarak histolojik
degisikliklere neden olur (Killian ve digerleri, 2017; Eterradossi ve Saif, 2020). Gumboro
Hastaligi ekonomik 6nemini iki yonde gosterir: Birincisi, ylksek patojeniteli suslar 3 haftalik
civcivlerde ve daha biyuklerde %60’a varan dliimlere neden olmasi; ikincisi de erken yasta
enfekte olan civcivlerin herhangi bir klinik bulgu gostermeksizin immunsipresyona neden
olmasi1 ve dolayisiyla da sekonder enfeksiyonlara yatkinlig: arttirmasidir (Eterradossi ve Salif,
2020). Klasik atenlie IBD virus asis1 da dogal IBD viruslar gibi, bu organlarda replike olarak
ozellikle Bursa Fabricius’ta ciddi doku hasarma yol agarak immunstpresyona neden olur. Bu
immunsupresyon basta infeksiy6z bronsitis (IB) ve diger kanath patojenlerine karsi siiriiyii
duyarl hale getirebilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Asinin bu olumsuz yoniinii bertaraf
etmek i¢in bilim insanlari, IBD virusunun VP2 antijen gen bolgesini, Marek as1 virusunun (bir
herpes virus) genine entegre edilmesiyle elde edilen vektor asilar ile bu tez ¢alismasinda
kullanilan immunkompleks asilar1 gelistirmislerdir (Eterradossi ve Saif, 2020; Zahid ve
digerleri, 2018).

Gerek saha, dnceki saha deneyimlerimiz ve gerekse de literatlir bilgiler gercevesinde
edindigimiz veriler; sunulan tez calismasinda yer alan immunkompleks IBDV asis1 ilk kez
deneysel bir ¢caligmaya hipotez olusturmustur. Bu tez ¢alismasinda civcivlerdeki histopatolojik
bulgular Bursa Fabriciusta’ki lenfoid doku nekrozunun inokulasyonun 20 ile 30 glinler arasinda
en yiiksek seviyeye ¢iktig1, 30 ile 40. gilinler arasinda da nekrotik follikiillerin rejenere oldugu
donem olarak belirlenmistir. Gerek dogal suslar ile enfeksiyonlarda gerekse klasik agilamalarda
lenfoid follikiil hasar seviyesinin ¢ok daha siddetli oldugu ve rejenerasyon evresinin broiler
kesim donemini agtigini gozoniinde bulunduruldugunda; sunulan ¢aligmadaki immunkompleks
asmin klasik asilara gore Onemli bir {stiinliglinii ortaya koymustur. Calismanin
immunohistokimyasal bulgulari, as1 uygulamasini takiben ateniie virusun ilk giinden itibaren
hedef organ olan Bursa Fabricius’a ulagmasi ve 20. giine kadar siiregte dengeli bir replikasyon
saglamasi ve sonrasinda dolayistyla da lenfoid doku hasarmni azaltmasi ve rejenerasyona olanak
sagladigini diigiinmekteyiz. Keza, klasik IBD agilarin uygulama zamani etlik piliclerde 18-20
glinler arasindadir ve virus replikasyon hizi da 2-3 gun igersinde Bursa fabricius’ta en yiiksek
seviyeye ¢iktig1 ve cok ciddi lenfoid doku hasarima neden oldugu diisiiniildiiglinde,

immunkompleks agmnin kuluckadan yeni ¢ikan (0. giin) civcivlere uygulama olanaginin olmasi
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ve maternal antikorlar1 bloke etmemesi de klasik asilara diger dnemli bir istiinliigii olarak
degerlendirilmistir. Ancak, immunkompleks as1 virusunun klasik asilar gibi basta kemik iligi,
dalak ve timusta tutunum gostermesi, tarafimizca Onemli bir dezavantaj olarak
degerlendirilmistir. Sunulan tez c¢alismasinda IBDV’na yonelik ticari bir antikorun
bulunmasma karsin, tavsanlardan poliklonal antikor tretmeye yonelik uygulamalar, yuksek
lisans adaymin patoloji yaninda immunoloji alt yapisinin gelisimine katkida bulunmustur.
Ayrica bu immunoloji uygulamalar1 patoloji alaninin kurumsal hafizasina 6nemli katkilar
sagladig1 kanisindayiz.

Ozetle, bu tez ¢aligmasindan ¢ikan en dnemli sonug asilarin hayvan sagligini korumada
cok oOnemli katkilar saglamasi yaninda, olumsuz yonlerinin de derin arastirmalara konu
edilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Sonraki ¢alismalarda IBD’nin vektor asilarmin da

calismalara konu edilmesi ve diger asilar ile mukayesinin yapilmasini 6nermekteyiz.
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