T.C.

ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLER ENSTITUSU
MIKROBiYOLOJI ANABILIM DALI
MIiK-D-2010-001

BROILER PiLICLERDE iMMUN KOMPLEKS INFEKSIYOZ
BURSAL HASTALIK (GUMBORO) ASISININ ETKINLiGININ
ELISA iLE ARASTIRILMASI

Uzm. Vet. Hek. M. Meltem YILMAZLAR

DANISMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2010



T.C.

ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLER ENSTITUSU
MIKROBiYOLOJI ANABILIM DALI
MIiK-D-2010-001

BROILER PiLICLERDE iMMUN KOMPLEKS INFEKSIYOZ
BURSAL HASTALIK (GUMBORO) ASISININ ETKINLiGININ
ELISA iLE ARASTIRILMASI

Uzm. Vet. Hek. M. Meltem YILMAZLAR

DANISMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2010



ONSOZ

Ulkemiz hayvancilik sektoriiniin dinamik ve teknolojik iiretim dallarindan biri olan
etlik pili¢ iiretim endiistrisi her yeni teknolojiyi uygulayarak saglik ve karlilik konusunda
ciddi siirecler kaydetmektedir. Uretim ile ilgili her yeni bilgi ve deneyim sektorce
degerlendirilmekte ve yapilan arastirmalar diinya dretim persentillerini astigim
gostermektedir. Bu gelisim hem iilkemiz adina hem de hayvancilik sektoriiniin gelisimi adina
Onemli bir sonugtur.

Ancak sektoriin halen bir¢ok saglik ve siirii yonetim problemi ile karsi karsiya
olmalari, ¢oziilmesi gereken bir¢ok sorunun varligini gostermektedir. Sektoriin, pili¢ iiretim
isini, hayvancilikla ugrasan kiimes sahipleri ile yapmasi biiyiik iiretim potansiyeline sahip
sirketlerin karliligim1 direkt olarak etkilemektedir. Kiimes sahiplerine yonelik yapilan tim
egitim programlarina ragmen ciddi yetistirme sorunlar1 ortaya ¢ikmaktadir.

Kiimes i¢i saglikli iiretim siirecinde sorunlarin biiyiik kismi yeterli havalandirma, 1s1
stresi, yem kombinasyonlari, dezenfeksiyon ve siirii asilama programinin diizgiin bir sekilde
yiriitiilmesi ile ilgili olusmaktadir. Egitim diizeyi diisiik yetistiricilerin konuyu yeterince ciddi
bir sekilde ele almamalari, kiimes ekipman ve donaniminin yetersiz olmasi biiyiik entegre
tesislerin igini zorlastirmaktadir.

Ayni zamanda infeksiyon etkenlerinin insidensinin, virulansinin degismesi ve farkl
sekillerde ortaya ¢ikmasi siirii yonetimi ile ilgili yeni bilgilerin ve uygulamalarin gerekliligini
ortaya ¢cikarmaktadir.

Gumboro infeksiyonu kanatl yetistiriciliginin tiim tarihi ile beraber problem olmaya
devam eden 6nemli bir infeksiyondur. Etkenin virulans degistirmesi, farkli giinlerde, farkli
sekillerde ortaya c¢ikmast ve immunsupresif etkiye sahip olmasi, bdylelikle diger
infeksiyonlarla ilgili agilama programlarinin basarisini etkilemesi bu konu ile ilgili calismalar
yogunlastirmistir.

Tiim as1 gelistirmelerine ragmen siiriiye icme suyu ile as1 uygulamasi sirasinda ortaya
cikan kiimes ici aksakliklar asilamanin etkinligini degistirmektedir. Ayrica damuzlik
stiriilerinin asilama programlarina bagli olarak gelisen maternal koruma da her zaman
beklendigi seviyede gelismemektedir.

Bu calisma ile broiler pili¢lerde, damizlik siiriilerden kaynaklanan yetersiz bagisiklik
ve daha sonra kiimeste olusabilecek sorunlar1 asmak iizere gelistirilen CEVAC
TRANSMUNE IBD® isimli immunkompleks asmin etkinliginin ELISA ile arastirilmasi
hedeflenmistir.

Bu arastirma ADU BAP tarafindan SAE 09016 numarali proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Infeksiyoz bursal hastalik (Infectious bursal diesase, IBD) veya Gumboro Hastalig
infeksiy6z bursal hastalik virusu (IBDV) tarafindan meydana getirilen, 3 haftaliktan biiyiik
piliclerde akut seyreden, ¢ok bulasici viral bir hastaliktir. Yiiksek diizeyde mortalite ile
seyreden IBD, hastaligr geciren piliclerde immunsupresyona, sekonder infeksiyonlara ve

asilamayla olusturulan bagisiklik diizeyinin diisiik olmasina sebep olmaktadir.

IBD ilk kez Cosgrove (1962) tarafindan, bobreklerde yaptigi hasar sebebiyle “Avian
Nephrosis” olarak tamimlanmigtir. 1970 yilinda avian nephrosisli bir tavugun bobreginden
Gray susu izole edilmistir (Akan 2002). Baslangi¢cta bu susun IBDV infeksiyonunun etkeni
oldugu zannedilirken, daha sonraki caligmalarda Gray susu ile immunize edilen deneme
hayvanlarinin enfeksiy6z bursal ajan ile enfekte olduklari ve bursa Fabricius’larinda
degisiklikler oldugu gozlenmistir. Boylece Gray virusunun bobreklerde nefrotoksik etki yapan
Infeksiyoz Bronsit Virus oldugu, Gumboro hastaligini meydana getiren virusun ise bundan
farkli oldugu kabul edilmistir. Hastalik ilk defa A.B.D.’de Deleware’de Gumboro bolgesinde

goriildugii icin Gumboro Hastaligi denmistir (Pitcovski ve ark 1998).

Piligcler, IBD hastaliginin klinik formunun ve karakteristik lezyonlarinin goriildiigii
tiirlerin basinda gelir. Hindiler, o6rdekler ve deve kuslar1 IBD’ye duyarli olmalarina ragmen

klinik olarak direnc gosterirler (Lukert ve Saif 1997, McNulty ve ark 1979).



Cizelge 1.1. Birnaviridae ailesi

Aile Cins Tiir Sinonim

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

IBDV Birnaviridae familyasinin Avibirnavirus cinsinin bir iiyesi olup cift iplik¢ikli iki
RNA segmentine (A ve B) sahiptir (Murphy ve ark 1995). IBDV izolatlar1 incelendiginde
antijenik ozellikleri birbirinden farkl iki serotipin varlig1 belirlenmistir. Serotip 1 ve serotip 2
olarak tanimlanan bu suslar, virus nétralizasyon (VN) testi ve elektroforetik olarak
birbirlerinden ayrilirken, floresan antikor testi (FAT), agar jel presipitasyon (AGP) ve ELISA
ile ayrilamazlar (Sapats ve ark 2000). Virus genomu 5 viral polipeptid icerir. A segmenti
VP2-5, B segmenti VPI ile kodlanir. VP2 ve VP3 viriondaki en biiyiik yapisal proteinlerdir.
Bu nedenle VP2, kanathilarin koruyucu bagisikliginda en ¢ok tercih edilen proteindir. VP1
proteini yaklasik olarak 90 kD, VP2-5 proteinleri yaklasik olarak sirasiyla 41 kD, 32 kD , 28
kD ve 21 kD molekiiler agirligina sahiptirler (Akan 2002, Lukert ve Saif 1997).

Birnavirus'larin replikasyonu ile ilgili biyokimyasal olaylar hakkinda cok az sey
bilinmektedir. Virusun tavuk embriyo bobrek hiicrelerine inokulasyonundan 75 dakika sonra
tutundugu gosterilmistir. Tavuk embriyo hiicrelerinde virusun ¢ogalma siklusu 10-36 saattir
ve latent periyod 4-6 saattir. Vero ve BGM-70 hiicrelerinde daha uzun (48 saat) bir cogalma
siklusu bildirilmigtir. Viral polipeptidler, in vitro olarak iiretilen tavuk bursal lenfoid
hiicrelerinde ve kiiltiir ortamlarinda, infeksiyondan sonra sirasiyla 90 dakika ve 6 saatte

saptanmistir (Akan 2002, Lukert ve Saif 1997).

IBDV bircok iilkede kanatli sektoriinde endemiler olusturan zarfsiz bir virustur. Virus
dezenfektanlara kars1 uzun siire direnclilik gosterebilme 6zelligine sahiptir. Etken, eter ve
kloroform ile muameleye direngli bulunmus, pH 12'de inaktive edilmis, pH 2'de
etkilenmemistir. 6 °C'de 5 saat, 60 °C'de 30 dakika canliligin1 korur. Virus, 30 °C'de 1 saat
stireyle % 0.5'lik fenol ve % 0.125'lik thimerosaldan etkilenmemistir. Virus infektivitesinde 6

saat boyunca % 0.5'lik formalin uygulandiginda 6nemli bir azalma gozlenmistir. Buna karsin



formalin, kloramin ve iyot bilesikleri IBDV'ye etkin bulunmustur (Akan 2002, Lukert ve Saif
1997).

Virus, kanathh ve memeli eritrositlerini hemaglutine etme ozelligine sahip degildir.
IBDV virusunu embriyolu tavuk yumurtasinda (ETY) ve doku kiiltiiriinde {iiretmek
miimkiindiir. izolasyonda kullamlacak ETY'larmin IBD yoniinden agisiz ve hastaliksiz
tavuklardan elde edilmesi oldukca Onemlidir. Virusu iiretmede inokulasyon icin ETY'lerin
koriyo allantoik membran1 en duyarli, yumurta saris1 orta ve koriyo allantoik bosluk ise az
duyarlidir. Virus izolasyonu amaciyla kullanilan embriyolu yumurtalarin embriyolarinda,
inokulasyondan sonra 3. giinden 5. giine kadar oliimler goriilir. Embriyoda gézlemlenen
makroskopik lezyonlar, abdominal bdlgenin 6dematdz siskinligi, kutandz konjesyon ve
ozellikle de tily kanallar1 boyunca sekillenen petesiyal kanamalar, ayak eklemlerinde ve
serebral bolgede nadir olarak goriilen kanamalar, karacigerde benekli goriiniimlii nekroz ve
ekimotik kanamalar, kalbin yar1 pigmis goriiniim almasi, bobreklerde benekli nekroz ve
konjesyon, akcigerlerin asir1 konjesyonu ve nadiren kiiciik nekrotik odakli, solgun dalak
olarak gozlenmektedir. CAM'da plaklar bulunmaz ancak bazen hemorajik alanlar
gozlenebilir. IBDV varyantlar1 tarafindan embriyolarda olusturulan lezyonlar standart
izolatlar tarafindan olusturulanlardan farklilik gosterir. Varyant suslar, dalakta biiyiimeye ve
karacigerde nekroza neden olur, ancak embriyolardaki mortalite diisiiktiir (Akan 2002, Lukert

ve Saif 1997).

Subunit asilar VP2’yi icerirken, canli rekombinant vektorel viral asilar sadece VP2’yi
veya diger viral proteinlerle yapilan kombinasyonlar1 icermektedirler (Bayliss ve ark 1991,

Darteil ve ark1995, Fahey ve ark, 1989, Hein ve Boyle 1993).

IBDV ozellikle civcilerde ve geng piliclerde cok yaygin olarak infeksiyon
olusturmaktadir. Ozellikle asilanmamis ciftliklerde virus oliimlere ve immunsupresyona
sebebiyet vermektedir. IBD virusunun kanatli sektoriindeki kayiplari daha ¢ok immunsupresif
etkisinden kaynaklanmaktadir. immunsupresif ciftliklerdeki performans gelismeleri zayif

olmakta ve ekonomik kayiplar artirmaktadir (Lasher ve Shane 1994, Lukert ve Saif 1997).



Normal kosullar altinda, infeksiyon en c¢ok oral yol ile sekillenir. Viruslar
bagirsaklardan fagositik hiicreler ile diger doku ve hiicrelere taginirlar. Infeksiyonun ilk birkag
saati icinde viral antijen karaciger ve bobreklerde tespit edilmistir. Viral replikasyon oncelikle
bursa Fabricius’ta sekillenir (Akan 2002). IBDV’nin replikasyon i¢in temel hedef orgam
bursa Fabricius ve ozellikle B lenfositlerdir (Chettle ve ark 1989, Kibenge ve ark 1988).
Infekte bursa Fabricius’ta genellikle yangi, hemoraji, lenfositolizis ve organin atrofisi
goriilmektedir (Van den Berg 2000). IBDV ile enfekte pili¢lerde her iki humoral ve selliiler
immunitede baskilanma goriilmektedir (Confer ve ark 1981, Dohms ve Jaeger 1998,
Panigrahy ve ark 1982). In-vivo ve in-vitro ¢alismalarda (Ivanyi ve Morris 1976; Kaufer ve
Weiss 1980) virusun IgM karakterli B lenfositlere duyarlilik gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.
Virus bursa Fabricius’daki hiicrelere ve bursal folikiillere hizla yayilir. Virusun replikasyon
icin, lenfoid hiicreler ve folikiillerin kortikal bolgelerine ihtiyaci bulunmaktadir (Tanimura ve
Sharma 1997). Virusun akut litik faz1 IgM hiicrelerin dolagimda azalmasi ile ortaya
cikmaktadir (Rodenberger ve ark 1994). T lenfositler IB hastaliina ve virusa direnglidirler.
Infeksiyonunun akut doneminde, timusta atrofi ve timus hiicrelerinde biiyiik ¢apli bir
apoptozis goriilmemesine ragmen, virusun timus hiicrelerinde replikasyonuyla ilgili hicbir
kanit bulunmamaktadir. Timusun fiziksel olarak biiyiimesi ve mikroskobik lezyonlarin
goriilmesi kisa siirede gerceklesir. Ancak virus infeksiyonu seyreden birka¢ giin igerisinde

normal pozisyonuna geri donmektedir (Sharma ve ark 1989).

IB hastalig1 piliglerde immunsupresyon ile sonlanmaktadir. Virus ¢iftlige girdikten 2-3
hafta sonra immunsupresif etkiler goriilmeye baslamaktadir (Allen ve ark 1972). Hastaligin
bu etkisi ciftliklerde farkli sekillerde kendini gostermektedir. Ozellikle iiretim performansmnin
diismesi basta gelmektedir. Ayrica sekonder infeksiyonlarin artmasi, yemden az yaralanma,
asilamalardan sonra zayif bagisiklik elde edilmesi gibi etkilerde goriilmektedir (Giambrone ve

ark 1977, Kim ve ark 1999).

Tiirkiye’de infeksiyonun varligina ait ilk rapor Kandil (1978) tarafindan bildirilmistir.
Aragtirict Cukurova bolgesinde broyler irki piliclerde IBDV infeksiyonun seyrettiini ve

otopside but ve gogiis kaslarinda agir kanamalar ile bursa Fabricius’ta biiylime sekillendigini



ve bu vakalardan virusu izole ettigini bildirmistir (Kandil 1978). Yapilan epidemiyolojik
calismalarda Tiirkiye’nin muhtelif bolgelerinde IBDV’u izole edilmistir (Ergiin 1989). Sero-
sorvey calismalar1 ile Konya g¢evresindeki asisiz kiimeslerde IBDV virusuna kars1i %31.3

oraninda seropozitiflik tespit edilmistir (Baysal ve Bozkir 1989).

IBDV partikiilleri zarfsiz, ikosahedral kapside sahip ve yaklasik 60 nmc ¢apindadir.
Cift iplik¢ikli olup iki RNA segmentine sahiptir (Miiler ve ark 1979). Yeni bir virus familyasi
olan Birnaviridae’nin (Dobos ve ark 1979) tek iiyesi olan Birnavirus icinde yer almaktadir
(Leong ve ark 2000). Temel olarak A ve B olmak iizere iki genom segmenti bulunmustur
(Mundt ve ark 1995). Bu segmentler iizerinde cesitli iglevlere sahip viral proteinler yer
almaktadir. Bunlar major proteinler: VP2, VP3 ve minér proteinler: VP1, VP4 olarak

ayrilmaktadir

VP1; viral RNA polimeraz olarak virionda az miktarda bulunur. Serbest poliprotein ve
genoma bagli poliprotein olarak bulunur (Kibenge ve Dhama 1997, Miiller ve Nitschke 1987).

Viral partikiillerin enkapsidasyonunda anahtar rol oynamaktadir (Lombardo ve ark 1999).

VP2; antikorlarin nétralizasyonunu uyaran ve serotip spesifiteyi saglayan antijenik
bolgeler icerir (Fahey ve ark 1989). Yiiksek diizeyde hidrofobik olup tiim notralize edici
monoklonal antikorlarin immunopresipitasyon reaksiyonlarinda gozlenebilir. Fakat Western

Blotta gézlenmez (Oppling ve ark 1991a, Schnitzler ve ark 1993, Van den Berg ve ark 1996).

VP3; notralize etmeyen antikorlar tarafindan grup spesifik antijen olarak taninir ve her

iki serotip 1 ve serotip 2 i¢inde kros reaksiyon verir (Becht ve ark 1988, Opling ve ark 1991a).

VP4; kiigiik ve yapisal olmayan bir polipeptiddir. Viral proteaz olarak VP2a, VP3 ve
VP4’iin uiretilmesini saglar (Azad ve ark 1987). Bilinen diger protezlar ile kiiciik benzerlikler

gostermesine ragmen, spesifik proteolitik aktivitesi tespit edilmistir (Hudson ve ark 1986).



VPS5; ilk kez IPNV (infectious pancreatic necrosis virus) partikiillerinde tanimlanmigtir
(Haverstein ve ark 1990). Yapilan calismalarda IBDV ile enfekte hiicrelerde identifiye
edilmistir (Mundt ve ark 1995). Viral yapiya katilimi ile ilgili bir bilgi yoktur. Bu viral protein
daha ¢ok diizenleyici fonksiyona sahip olup virusun i¢inde bulundugu hiicreyi patlatip disar1

salinim1 ve yayilmasinda anahtar rol oynamaktadir (Mundt ve ark 1997).

IBDV’nin virus notralizasyon testi tarafindan iki serotipi belirlendi. Serotip 1
patojenik susu icermektedir. Serotip 2 hindilerden izole edilmis olup hastaliga neden olmadig1
gibi tavuklarda serotip 1’e kars1 korumayi da saglamamaktadir. Antijenik varyant suglar
Amerika’da bildirilmistir (Synder ve ark 1988). Orta Amerika (Jackwood ve Sommer 1999)
ve Avustralya’da (Spats ve Ignjotovic 2000) tespit edilen vakalar bulunmaktadir. VP2’de
bulunan antijenik bolge antikorlarin nétralizasyonunu uyarir (Becht ve ark 1988). Serotip 1
icinde niikleotid ile karsilagtinldiginda VP2’nin kodlandigi bolgede farkliliklar oldugu ve
degisken VP2 (hyper) bolge olarak dizayn edildigi gdzlenmektedir (Bayliss ve ark 1990). Bu
durum kagak mutantlarin gelisimini (Oppling ve ark 1991a) aciklamaktadir. Grup ve notralize
olmayan serotip spesifik epitoplar temel olarak VP3’te lokalize olmustur (Oppling ve ark
1991b). VP2’nin degisimleri ile ortaya ¢ikan IBDV susglart Avrupa, Afrika ve Asya’da aynm
zamanda ortaya ¢ikmis olup ayni grupta yer aldign (Cao ve ark 1998, Chen ve ark 1998,
Pitccovski ve ark 1998, Zierenberg ve ark 2001), antijenik ve genetik yapilarinin benzerliler

gosterdigi tespit edilmistir (Islam ve ark 2001a).

Bursektomize edilmis tavuklarda IBDV infeksiyonu letal seyrederken, normal
tavuklarda patojenik serotip 1 susunun hedef orgam bursa Fabricius’tur. Bursa Fabricius’ta
yiiksek miktarda antijen ve yiiksek virus titresi tespit edilirken, diisiik diizeyde antijen ve virus
titresi de timus ve dalakta tespit edilmistir. IBDV gelisen B lenfositlerde replike olurken ¢ok
gelismemis lenfoblastlarda bulunmamaktadir (Beug ve ark 1981, Miiler 1986). Serotip 2 susu
lenfoid hiicrelerde replike olmaz. Fakat tavuk embriyofibroblastlarda ve serotip 1 susu icin
adapte edilmis doku kiiltiirlerinde gelisme gostermektedir (Niepper ve Miiler 1996, 1998).
Ogawa’nin yaptig1 calisma IBDV’nin bagl oldugu molekiiliin N-glycosylated proteinden
olustugunu gostermistir (Ogawa ve ark 1998). Diger bazi viruslarda bilindigi gibi IBDV
infeksiyonu tavuk embryofibroblastlarinin potasyum akimini da degistirmektedir (Repp ve ark

1998). Bu durum membran permeabilitesinde degisiklik yapar ve intraselliller iyon



homeostazisini etkileyerek sitolizisin olusmasina ve infekte hiicrelerin Oliimiine yol
acmaktadir. Double-labelling teknigi ile yapilan ¢alismalar IBDV nin replikasyonu ile artan
apoptozisin infekte tavuk embriyo hiicrelerinde, bursa hiirelerinde ve civardaki antijen—
negatif hiicrelerde oldugunu gostermektedir (Jungmann ve ark 2001, Nieper ve ark 1999).
Apoptik hiicre oran1 IBDV’nin replikasyon etkinligine baglidir. UV ile inaktive edilmis IBDV
partikiilleri apoptosise neden olmamaktadir. Nekroz, IBDV ile infekte bursa hiicrelerinin

apoptozisin etkisiyle hizla tiiketilmesinden olugmaktadir.

Akut infeksiyondan sonra yasamaya devam eden pili¢lerde virus replikasyonu azalir,
bozulan bursal follikiiller tekrar B hiicreleri ile yeni popiilasyonlar olusturur. IBDV’nin
indiikledigi immunopatogenez ve dokularin iyilesmesinde T hiicrelerinin rolii lizerine yapilan
calismalarda infeksiyondan 7 giin sonra bursa Fabricius’ta maximum diizeye ulasan CD4 ve
CDS8 hiicrelerinin her ikisinin de infiltrasyonu oldugu tespit edilmistir (Kim ve ark 2000,
Sharma ve ark 2000). Viral replikasyonun oldugu hastaligin erken fazinda bulunan intrabursal
T hiicreleri sitokinler ve sitotoksik efektlerin salinmasi ile doku iyilesmesini geciktirerek
bursal doku hasarin1 artirmaktadir (Rautenschlein ve ark 2002a). Son ¢aligmalarda hiicresel
immunitenin rolii (Yeh ve ark 2002) ve virus-spesifik antikorlarin énemi (Rautenschlein ve
ark 2002b) arastirilmaktadir. Yapilan bu arastirmalarin sonucu IBDV’ye karst olusan humoral
immunitenin korumada yeterli olmadig1 goriisii gelismistir. T hiicrelerinin bulunmasi koruma

icin kritik bir deger oldugunu gostermistir (Van den Berg ve ark 2000).

Bir IBDV infeksiyonunun genis olarak ortaya cikmasi susa, enfekte eden virusun
miktarina, siiriiniin kendi ve damizligimin yasina, inokulasyon yoluna, nétralize edici
antikorlarin varligina veya yokluguna baghdir. Serotip 1/ serotip 2 IBDV’ nin genom A
segmenti bursa tropizmi tasir, segment B virus replikasyonunun etkinligini icerir (Zierenberg
ve ark 2003). Patojenik serotip 1 saha susu icerisinde klasik virulent (cv) ve cok virulent (vv)
patotipler ve antijenik varyant suslar grup olusturur. Determinantlarin virulensini tamimak i¢in
(ozellikle de vv patotipin karakteristik 6zelliklerini) bircok calisma yapilmistir. In vivo
calismalar, filogenetik analizler sonucu VP2 rezidiilerinin molekiiler determinantlar1 virulans,
hiicre tropizmi ve vvIBDV’nin patojenik fenotipi olusturulabilir (Brandt ve ark 2001,
Yamaguchi ve ark 1996). Diger taraftan Boot ve arkadaslar1 (2000), cv ve vv fenotipleri
arasinda VP2 iizerine yaptifi c¢alismada virulans i¢in tek determinantin VP2 olmadigini

gostermistir. ORF’nin VP11 kodladigi bolgede yapilan calisma (Islam ve ark 2001) bu



multifonksiyonel proteinin virus replikasyonunda ve virulans iizerinde kritik etkiye sahip

oldugunu gostermistir.

Doku kiiltiirtinde replikasyon i¢in IBDV’nin adaptasyonu atteniiasyon igin
gelistirilmistir (Lange ve ark 1987). Doku kiiltiiriinde cvIBDV’nin tekrarlanan pasajlarn kiiciik
plak fenotipinin olusmasina yol agmis ve yiiksek diizeyde atteniie edilerek (Miiler ve ark
1986) uzun yillar canli as1 olarak kullanilmistir. Wild-tip IBDV sugslari, 6zellikle vvIBDV
suslar1 normal olarak hiicre kiiltiirlerinde iirememektedir. VP2 icindeki spesifik aminoasitler
tanimlanarak IBDV’nin doku kiiltiiriine adaptasyonu saglanmistir (Lim ve ark 1999,

Yamaguchi ve ark 1996).

Son yapilan in vivo calismalarla, site-directed mutagenesis ve reverse genetic
yaklagim ile tavuk embriyo hiicre kiiltiirlerine adapte edilen vvIBDV’u SPF tavuklar (Van

Loon ve ark 2002) ve ticari tavuklar (Raue ve ark 2004) i¢in parsiyel olarak ateniie edilmistir.

Tavuk siiriilerinde klinik tablo ve hastaligin seyri genellikle IBDV infeksiyonunun
gostergesidir. Bursa Fabricius’taki degisiklikler karakteristiktir. Histopatolojik caligmalarla
immunohistokimyasal olarak gosterilen viral antijenler kombine edildiginde IBDV
infeksiyonu dogrulanmaktadir. IBDV antikorsuz yumurtalara inokule edildiginde izole
edilebilmektedir. Viral antijenler agar jel presipitasyon (AGP) veya antigen-capture ELISA
(AC-ELISA) ile gostertilebilmektedir. Spesifik IBDV antikorlarin varhigi ticari ELISA
sistemleri ile tespit edilebilmektedir. Virus nétralizasyon (VN) testi serolojik bir test olup
IBDV izolatlarinin antijenik serotiplerini ve subtiplerini giivenli olarak ayirmaktadir

(Jackwood ve Saif 1987).

Son giinlerde IBDV teshisinde reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) siklikla kullamilmaktadir. RT-PCR vvIBDV’nin hizla identifiye edilmesini
saglamaktadir (Jackwood ve Jackwood 1994, Zierenberg ve ark 2001). Restriction fragment
lenght polymorphism (RFLP) halen IBDV’nin alt1 farkli molekiiler grubunu diizenlemek i¢in
kullanilmaktadir (Lui ve ark 2002, Viswas ve ark 2002). IBDV ile enfekte bursa Fabricius’ta



hastaligin erken donemini tespit etmek icin in situ RT-PCR gelistirilmistir (Zhang ve ark

2002). IBDV’lan yiiksek derecede virulent olup saha sartlarina son derece direnglidir.

Asilama, tavuklarda IB hastaligimin kontroliinde uygulanan en temel metottur.
Asilama programlarinini olusturulmasi icin bircok faktor goz Oniinde tutulmalidir. Bu
faktorler arasinda, ¢evrede ve kiimeste goriilen infeksiyonun yayginligi, saha virusunun
virulensi, civcivlerde maternal antikorlarin varligi, diizeyi ve heterojenitesi, asilamada
kullanilacak asinin cinsi (mild, intermediate, hot), asilama yontemi, hayvanin yasi, yetistirme
sekli ve idari iglemlerin durumu bulunmaktadir. Atteniie as1 suslarinin gelistirilmesinden once
IBD'nin kontroliinde civcivlerin bilingli olarak erken yasta infeksiyona maruz birakilmasi bir
yontem olarak uygulanmaktaydi. Bu uygulama daha ©nce hastalifi geciren, civcivlerin
maternal antikorlara sahip oldugu isletmelerde onerilmekteydi. Ayn1 zamanda 2 haftalik yas-
tan kiigiik olan geng¢ civcivler IBD'nin klinik bulgularini gostermemekteydi. Erken yasta
sekillenen IBD infeksiyonlarinin siddetli immunosupresif etkilerinin bulunmasindan sonra,
virulant suslarla yapilan kontrollii maruz birakma uygulamasi daha az c¢ekici oldu. Bircok
isletmede donemler arasi temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin tam anlamiyla yapilmamasi
ve virusun stabil ve giiclii yapisi nedeniyle civcivler dogal olarak erken yasta subklinik
infeksiyonlara yakalanmaktadir. Gilintimiizde, canli ve inaktif asilarla asilanan anaglardan elde
edilen civicvlerde saglanan yiiksek maternal antikor diizeyi ve secilen uygun as1 ve asilama

programlari ile yukaridaki durum elimine edilebilmektedir (Akan 2002).

IBDV infeksiyonlarindan korunmada kullamilan asilar pek cok firma tarafindan
iiretilmektedir. Canli asilar mild, intermediate ve hot olarak gruplanmakta; virulanslar1 ve
antijenik gilicleri farklillk gostermektedir. Inaktif asilarda o6zellikle damzliklarin
asilanmasinda kullanilmakta diger asilarla kombine edilebilmektedir. Korumada kullanilacak
asilarin seciminde, yukarida belirtilen durumlarin gozoniine tutulmasi ve Ol¢iimlenebilen

degerlerin (maternal antikor seviyesi ve liniformitesi) belirlenmesi énemlidir (Akan 2002).

a) Mild (zayif) agilar: Immunsupresyona yol agmamalar1 nedeniyle giivenilirdirler.
Immun sistemi uyarma giicii diisiiktiir ve orta diizeydeki maternal antikorlardan etkilenirler.

Uygulamalarindan etkin sonuglar alabilmek i¢in, diisiik diizeyde maternal antikor tasiyan



civcivlerde kullanilmasi, alinanan serum orneklerinin AGID testinde negatif veya VN titresi
1:100 degerinin altinda olmas1 gerekmektedir. Bu durumu tasimayan siiriilerde kullaniminda
etkin sonuclar alinamaz. Bu tip asilar, intramuskuler injeksiyon, sprey veya i¢cme suyuyla

uygulanabilmektedir (Akan 2002).

b) intermediate (orta-kuvvetli) agilar: Bu asilar giiniimiizde en fazla kullanilan IBD
asilanidirlar. Mild ve hot asilar arasinda iyi bir denge olustururlar. Orta diizeyde maternal
antikorlar1 asip, iyi bir bagisiklik saglayabilirler. Bu tip asilar, hayvandan hayvana direkt
temasla yayilir, hastalik, 6liim ve immunsupresyona neden olmazlar. Stabildirler ve pasajlarla
virulansta artma gozlenmez. Bu asilar sprey ve igme suyuyla uygulanmaktadir. Kas ici
uygulamalari nadirdir. Intermediate asilar maternal antikor seviyesi diisiik siiriiler 1.giin sprey
seklinde uygulanabilir. Hastaligin yaygin oldugu bolgelerde ikinci as1 10-14. giinde ve
gerekliyse 3. asilama son asilamayi takip eden 7-10. giinde yapilabilir (Akan 2002).

¢) Hot (kuvvetli, intermediate plus) asilar: Intermediate agsilara gore daha
patojendir. Orta ve yiiksek diizeyde maternal antikorlar1 asip iyi bir bagisiklik saglayabilirler.
Kismen immunsupresyon olustururlar, pasajlar sonrasinda virulans kazanabilirler. IBDV
infeksiyonlarinda irtermediate asilarin yarar saglanmadigi, yiiksek oOliimlerin goriildigi
bolgelerde, maternal antikor seviyesi orta yiiksek olan siiriilerde kullanilmasi gereklidir. Hot
asinin kullanim i¢in asilanacak civcivlerin matemal antikor seviyesi ve heterojenitesi uygun
bir serolojik yontemle (ELISA gibi) saptanmasi immunsupresyon ve virulenste artma gibi

bazi problemlerin goriilmesini ortadan kaldiramaktadir (Akan 2002).

d) Inaktif aslar: Yag adjuvanth olarak tek bir kombine olarak piyasa siiriilen
asilardir. Canli asilar ile asilanan hayvanlarda olusan bagisikligin etkinligini ve siiresini
uzatmak amaciyla kullanmilmaktadir. Bu agilar genellikle damizliklarda canli agilarin
kullanimindan sonra 16-18. haftalarda injeksiyon tarzinda uygulanmaktadir. Gerektigi
durumlarda baz: siiriilerde ve isletmelerde 40-45. haftalarda tekrarlanmaktadir. Inaktif asilarin
kullanilmasi ile iiniform bir antikor diizeyi saglamak da miimkiin olmaktadir. Giiniimiizde

variant sugla infeksiyon goriilen bolgelerde standart suslar ile variant suslardan hazirlanan



inaktif asilar da bulunmaktadir. Asinin inaktif olmasi nedeniyle primer immun yanit
olusturulmamis siiriilerde uyarici giiclerinin diisilk ve yavas olmasi, sadece injeksiyon
tarzinda uygulanabilmesi ve pahali olmasi nedenlerinden dolayi, broyler siiriilerde

kullanimisinirlidir (Akan 2002).

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

2002).

Cikimdan sonraki ilk haftalarda civcivleri koruma zorunlulugu ve yiiksek infeksiyon
baskist siki hijyenik Onlemlere ragmen asilamayr kacinilmaz hale getirmistir. Tim
yumurtlama donemi boyunca antikor seviyelerini yiiksek diizeyde tutmak i¢in damizliklar
inaktif asilarla agilanmaktadirlar. Cikimdan sonra civcivler canli agilarla immunize edilirler.
Canli agilar maternal antikorlar1 notralize edebileceginden zamanlamasi biiyiilk Snem
tasimaktadir. Koruma titreleri siirii icinde epeyce farkliliklar gosterebilmektedir. Yiiksek
diizeyde ateniie edilmis as1 suslar1 (mild ve intermediate asilar) ile elde edilen immunitenin
vvIBDV suslar ile kirilabilecegi diisiiniilmelidir. Diger taraftan az ateniie edilmis as1 suslar
(hot agilar) bursa follikiillerinde lezyona neden olabilmektedir. Ayrica asilanmis tavuklarda

immunsupresyon gozlenebilmektedir.

As1 virusu in vivo sartlarda optimum miktarda antikor ile komplike edilerek “immun
kompleks” bir as1 gelistirilmistir (Whitfill ve ark 1995). Bu as1 in ovo asilama icin
kullanilmigtir. Immun komplex asinin ¢alisma mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
civcivlerde immunsupresyon etkilerinin azaltilmasina yonelik olup, daha iyi bagisiklik
sagladig ileri siiriilmektedir. Bu calisma ile broiler piliglerde immunkompleks IBD asisinin

(IBD-Icx) etkinliginin ELISA ile aragtirilmasi hedeflenmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Civciv Materyali

Aragtirmamiz Ulkemizde bulunan iki entegre tesise ait broiler kiimeslerinde yapildi.
Bu entegre tesislere ait 10000 adetlik 5’ser kiimesi arastirmada materyalini toplamak icin
kullanildi. Kiimeslerin 4 adedine immun kompleks as1 ve 1 adedine ise standart entegrasyon
as1 programi uygulandi. Arastirmanin 0, 7, 14, 21, 28, 33 ve 42. giinlerinde kiimes basma 23
kan 6rnegi olmak iizere toplamda 230 ve arastirmanin sonunda ise genel toplamda 1610 adet

kan ornegi alind1 ve serumlar ayrilarak ELISA caligmasi icin -20 derin dondurucuda saklanda.

2.2. Orneklemeler

Cikim  giinlinden  baslayarak  0.-7.-14.-21.-28.-33.-42.  giinlerde =~ kiimesteki
hayvanlardan 23 adet kan alindi. Serumlar ¢ikarildi. Serolojik inceleme yapilincaya kadar -

20’de saklanda.

2.3. Asilar ve Asillama Program

2.3.1. immun Kompleks As1 Program

0. giin Transmune IBD (sc) uygulandi

0. giin ND Clone 30 (sprey) uygulandi

10-12. giin ND Vac La sota (sprey) uygulandi

22. giin ND Vac La sota (icme suyu) uygulandi



2.3.2. Standart Entegrasyon As1 Program

0. giin ND Clone 30 (sprey) uygulandi

e 10-12. giin ND Vac La sota (sprey) uygulandi

e 14. giin IBD 228 E Nobilis (igme suyu) uygulandi
e 22.giin ND Vac La sota (igme suyu) uygulandi

Arastirmada immun kompleks as1 olarak, Transmune IBD Ceva-Phylaxia
Budapeste/Macaristan-0603S4D1F seri nolu, 03/2008 iiretim tarihli ve 03/2010 son kullanma
tarihli as1 kullanildi.

2.4. Serolojik Kontrol

Aragtirmada serolojik kontrol icin Biocheck Firmasimn Infeksiyoz Bursal Hastalig:

antikor test kiti (Code:CK113, Lot No: FS4925, Exp. Date:31/05/2010) kullanildu.

Alman kan serumlari, Biocheck IBD antikor test kitinin test prosediiriine uygun olarak

islendi.

Tavuk serum oOrnekleri diliie edilerek mikropleyt cukurlarina eklendi. Anti-IBDV
antikorlar1 baglanarak antijen-antikor kompleksleri olustururlar. Nonspesifik antikorlar ve
diger serum proteinleri yikanarak ortamdan uzaklagtirilir. Alkalin fosfotaz enzimi ile
etiketlendirilmis anti-chicken IgG eklenerek orijinal tavuk IBDV antikorlarini baglarlar. Diger
bir yitkama islemi ile bu islevi tamamlamis konjugat ortamdan uzaklastirilir. pNPP (p-
Nitrofenil fosfat) formundaki substrat, kromojen olarak olarak eklenir. Olusan sar1 renk,

serum orneklerindeki anti-IBDV miktarina bagli olarak yogunluk gosterir.



Kit icinde;

IBDV kaplanmis pleytler (inaktive edilmis viral antijen)

Konjugat solusyonu (koyun anti-tavuk protein stabilizerleri ile tris buffer
icinde Alkalin fosfotaz, inert red dye, koruyucu sodyum azid),

Substrat tabletleri (pNPP tabletleri substrat buffer ile cozmek iizere)

Substrat buffer (enzim co-faktorler ile dietanolamin buffer)

Stop solusyunu (dietanolamin buffer i¢inde sodyum hidroksit) S

Serum Orneklerinin diliienti (protein stabilizerleri ile fosfat buffer ve koruyucu
sodyum azid)

Yikama soliisyonu (Powdered fosfat buffered saline with Tween)

Negatif kontrol (Protein stabilizerleri ile fosfot bufferda SPF serumu ve
koruyucu sodyum azid)

Pozitif kontrol (Fosfat bufferda spesifik IBDV antikorlar ve koruyucu sodyum

azid) hazir olarak bulunmaktadir.

Ayrica kullanilan diger laboratuar malzemeleri ise; Hassas pipet ve pipet uglar1,8-12

kanall1 pipetler, distile veya deiyonize su, 405 nm filtreli mikrotitre pleyt okuyucusu ve

mikrotitre pleyt yikayicisidir.

Testin uygulama prosediirii asagidaki sekildedir:

1- IBDV kapli pleytlerin Al ve B1 ¢ukurlarina 100 pl negatif kontrol serumu konuldu.

C1 ve DI ¢ukurlarma 100 pl pozitif kontrol serumu konuldu.

Serum oOrnekleri 1/500 oraninda dilue edilerek 100’er ul’si diger cukurlara uygun
bir sekilde eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.

Cukurlarin igerikleri aspire edilerek 3 kez yikama soliisyonu (her bir ¢ukur icin
300ul) ile yikandi.

Pleytler kurutma kagitlarina ters cevrilerek fazlaliklar alindi. 100ul konjugat her
cukura eklendi ve oda 1sisinda 30 dakika bekletildi.

Tekrar her bir ¢ukur 5 kez yikandi.



7- Her cukura 100ul substrat eklenerek 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.
8- Reaksiyonu durdurmak icin 100ul durdurma soliisyonu ekledi. ELISA

okuyucusunda 405nm’de okutularak veriler kaydedildi.

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

0,15’ten biiyiikse “test sonucu gegerlidir’’olarak degerlendirilir.

Numunelerdeki antikorlarin relatif miktarlan1 pozitif kontrol referans S/P (6rnegin

pozitife oran1) alinarak ile hesaplandi.

2.5. Sonuclarin yorumlanmasi

BioCheck firmasinin standart as1 degerlendirme kriterleri dikkate alinarak sonuclar

yorumlandi. Bu kriterler asagida Cizelge 2.5.1.”de belirtilmektedir.

Cizelge 2.5.1. ELISA testi kriterleri

Uygulanan IBD Asisi Asilama Sonrasinda | IBD Siiphesi
Olusmasi Beklenen | Olusturabilecek Titre
Antikor Titreleri Degerleri

Intermadiate Plus  Ast, | 6000-1000 > 14000

228E

Transmune IBD 5000-14000 -




2.6. Antikor titresinin hesaplanmasi

Asagidaki formiil 1:500 diliisyondaki bir 6rnegin S/P degerinin en yiiksek titreye oran
ile iliskilidir (Cizelge 2.6.1.).

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

Antilog = Titre

Cizelge 2.6.1. ELISA testi antikor titresi degerlendirme kriterleri

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

0,150- 0,199 285- 390 Stipheli

0,200 veya daha biiyiik 391 veya daha biiyiik Pozitif

Tim bu S/P, titre ve genel siirii profili degerleri kit tireten firmalarin yazilim

programlari ile hesaplanmstir.

2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Firmalar aras1 ve deneme-kontrol gruplar arasi istatistiksel farklarin belirlenmesi icin
student t testi, ayni firma i¢inde farkli giinler arasindaki istatistiksel farklarin belirlenmesi igin
tek yoOnlii varyans analizi yapilmistir. Varyans analizi sonucu istatistiksel fark bulunan
gruplar i¢in farkin hangi grup yada gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla Tukey

testi yapilmistir. Istatistiksel analizler SPSS® paket programi kullanilarak yapilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Klinik Gozlem

Aragtirmamiza iki firmaya ait 10.000’er bashk kuluckahanelereden saglikli olarak
temin edilen 100.000 adet broiler civciv ile baslandi. Giinliikk olarak saglik, yem ve su
tiikketimleri gozlendi. Haftalik canli agirlik 6lciimleri ve FCR hesaplamalari yapildi. Onemli
hicbir hastalik ve yoOnetim problemi ile karsilasilmadi. Ortalama canli agirlik kontrol
kiimesinde 2.209 gr, calisma kiimesinde 2.124 gr, FCR ise kontrol kiimesinde 1.764, ¢alisma
kiimesinde 1.7581, oliim orani ise kontrol kiimesinde % 1.36, c¢alisma kiimesinde % 2.87

olarak tespit edilmistir.

3.2. Serolojik Bulgular

Kiimeslerden alinan toplam 1600 adet kan serum Ornekleri; ELISA ile IBD antikor

titreleri agisindan incelendi.

Biocheck firmasinin 6ngordiigii titre degerlerine gore IBD icin immun kompleks as1
uygulamasi sonucunda 5000-14000 titre degeri bagisikligin olustugunu gostermektedir. CV
olarak gosterilen deger, titre degerlerinin siirii icindeki homojenitesini gostermektedir.
Hesaplanan CV degeri ne kadar kiiciikse siirii titre degerleri agisindan o kadar homojendir

veya deger ne kadar biiyiikse o kadar heterojendir (Cizelge 3.2.1.).



Cizelge 3.2.1. IBDV antikorlarinin firmalara gore ortalama degerleri ve istatistiksel sonuglari

Firma A Firma B
Giinler | Calisma Kontrol Onemlilik || Calisma Kontrol Onemlilik
9%V 9%V 90V 90V
(n=100) (n=25) (n=100) (n=25)
0 1572¢ | 43 | 1572° | 43 | O.D. 1557 | 43 | 1557° | 43 | O.D.
7 705% | 65 | 946" | 56 ok 745% | 62 | 880" | 52 | OD.
14 107¢ 46 108¢ 68 O.D. 117° 56 105° 65 O.D.
21 3422° | 81 453% | 158 wkE 3585° | 71 412° | 122 gk
28 7845 | 32 | 9143° | 27 * 7930° | 32 | 8973° | 29 | O.D.
33 7844 | 66 | 5758° | 46 ok 7956° | 64 | 5342° | 48 gk
42 12477 | 31 | 13525* | 24 O.D. 12688 | 33 | 12535" | 21 O.D.
O.D. : Onemli Degil
® : P<0.05
wk : P<0.01
wekok : P<0.001
a,b,c,d,e:  : Aym satirda farkli harf tasiyan grup ortalamalari arasi fark istatistik olarak Onemli
(P<0.05)

Firma A’nin ¢alisma grubu ile Firma B’ nin ¢alisma grubu, Firma A’nin kontrol grubu
ile Firma B’nin kontrol grubu giinler bazinda analiz edilmis ve gruplar arasi fark

bulunmamistir (Cizelge 3.2.1.).

Firma A’nin ¢alisma ve kontrol gruplarn arasinda 7. (P<0.01), 21. (P<0.001), 28.
(P<0.05) ve 33. (P<0.01) giinlerde istatistiksel anlamda 6nem bulunmustur (Cizelge 3.2.1.).

Firma B’nin ¢alisma ve kontrol gruplar arasinda 21. ve 33. giinlerde istatistiksel

anlamda 6nem bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 3.2.1.).

Firma A’nin ve Firma B’nin calisma ve kontrol gruplar1 ayri ayrt giinler bazinda
degerlendirmeye alindiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark bulunmustur

(P<0.001) (Cizelge 3.2.1.).




Firma A’nin ve Firma B’nin ¢alisma grubunda 0.-7. ve 28.-33. giinler arasinda
istatistiksel fark bulunmayip, bu gruplarla diger gruplar arasinda ve diger gruplarin kendi

arasinda istatistiksel anlamda fark bulunmustur (Cizelge 3.2.1.).

Firma A’nin kontrol grubunda 0., 7., 14., 21. giinler arasinda istatistiksel anlamda fark
olmayip bu giinlerin diger giinlerle ve diger giinlerin kendi aralarinda istatistiksel anlamda

fark bulunmustur (Cizelge 3.2.1.).

Firma B’nin kontrol grubunda 0., 7., 14., 21. giinler arasinda istatistiksel anlamda fark
olmayip bu giinlerin diger giinlerle ve diger giinlerin kendi aralarinda istatistiksel anlamda

fark bulunmustur (Cizelge 3.2.1.).

IBD seroloji (ortalama titre degerleri)

14000

12000 -

10000 -

8000 -
—— Kontrol

—=&—Transmune

6000 -

BioChek ELISA GMT

4000 -

2000 -

0 T T T - T T T
0 7 14 21 28 33 42

Yas (giin)

Resim 3.2.1. Ortalama titre degerleri

Transmune gurubunda kontrol gurubuna goére 1 hafta daha erken antikor yanit
olustugu agik olarak goriilmektedir. Burada karsilasilan en ilging nokta 14. giin yapilan 228E
asilamasinin MDA titreleri ¢ok diismesine ragmen 21. giin saptanabilir antikor titreleri

olusturamamasidir (Resim 3.2.1.).



4. TARTISMA

Gumboro olarak da bilinen 1nfeksiybz Bursal hastalik, 3-6 haftalik civcivlerin akut
bulasic1 viral bir infeksiyonudur (Lukert and Saif 1991, Parkhurst 1964). IBD ilk kez
Cosgrove (1962) tarafindan, bobreklerde yaptigi hasar sebebiyle avian nephrosis olarak
tanimlanmistir. 1970 yilinda avian nefrozisli bir tavugun bobreginden Gray susu izole
edilmistir (Akan 2002). Baglangigta bu susun IBDV infeksiyonunun etkeni oldugu
zannedilirken daha sonraki ¢aligmalarda Gray susu ile immunize edilen deneme hayvanlarinin
enfeksiydz bursal ajan ile enfekte olduklari ve bursa Fabricius’ta degisiklikler oldugu
gozlenmistir. Boylece Gray virusunun bobreklerde nefrotoksik etki yapan Enfeksiyoz Bronsit
Virus oldugu, Gumboro hastaligini meydana getiren virusun bundan farkli oldugu kabul
edilmistir. Hastalik ilk defa A.B.D.’de Deleware’de Gumboro bdlgesinde goriildiigii igin

Gumboro Hastaligi denmistir.

Infeksiyoz Bursal hastaliktan korunmada en ¢ok tercih edilen metot asilamadir.
Ozellikle damizlik tavuklarin asilanmasi ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Ciinkii asilanmis
damizliklardan gelen maternal antikorlar civcivleri erken donemde karsilasabilecegi
immunsupresif infeksiyonlardan korumaktadir. Maternal antikorlar genellikle civcivleri 1-3
hafta araliginda korumaktadir. Bunun yaninda damizliklarda bagisikligi yagh adjuvan igceren
asilarla desteklemek, civcivlerde olusacak pasif bagisikligi 4-5 haftaya kadar uzatabilecektir
(Baxendale ve Lutticken 1981, Lucio ve Hitchner 1979). Maternal antikor tasiyan
civcivlerdeki aktif bagisikligin saglanabilmesinde karsilagilan en biiyiik problem asilama
zamanmin iyi ayarlanmasidir. Bundan dolay1 civcivlerdeki maternal antikor seviyeleri,
asilama yollart ve asida kullanilan virusun virulansi bu durumu etkilemektedir. Damizlik
stiriiler ve civcivlerinin antikor seviyelerinin 6l¢iilmesi, asilama zamaninin tayininde yardimci

olmaktadir.



Arastirmamizda 0. giinde elde edilen antikor titrelerine bakildiginda normalde 3000-
13000 arasinda olmasma beklenen maternal antikor titrelerinin 1572 titrede oldugu
goriilmektedir. Bu da damizlik siiriilerde yapilan as1 uygulamalarinda yeterli antikor
miktarinin olusmadigini gostermektedir. Arastirmamizda elde edilen immun kompleks
asilama sonuclarina gore, antikor titrelerinin 6zellikle 14. giinden sonra istenilen en yiiksek

seviyeye ciktigi ve stabil bir durum goriildiigii tespit edilmistir.

Asilarda kullanilan virusun virulanst ve antijenik farkliliklarina gore, canli asilarda
bir¢ok se¢enek bulunmaktadir. Virulansa gore, asilar “mild, mild intermediate, intermediate,
intermediate plus ve hot” olmak iizere siniflandirilmaktadir. Hot, intermediate ve avirulant
suslarin virus notralizasyon testine gore antikor titreleri yaklasik olarak sirasiyla 1:500, 1:250

ve 1:100’den az olarak ol¢iilmiistiir (Lucio ve Hitchner 1979, Skeeles ve ark 1979).

Payla ve arkadaslar yaptiklar1 ¢calismada (2003), immun compleks IBD agisin1 hem in
ovo (cikistan 3 giin dnce) hem de ¢ikim giinii kuluckahanede subkutan olarak uygulamislardir.
Kontrol grubu agilanmamis ve tiim gruplara 14., 21., 28., 35. ve 42. giinlerde MOM 94 susu
ile calen¢ uygulamiglardir. Hem serolojik hem histopatolojik kontrollerle sonuglar
degerlendirilmistir. Buna gore ilk ii¢ hafta boyunca tiim gruplarda maternal antikorlarda diisiis
goriildigli arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir. Asili siiriilerde iiciincii haftadan itibaren
antikor seviyesi yiikselme goriiliirken, asisiz siiriilerde antikor seviyesinin diismeye devam
ettigi belirtilmektedir. Diisitk maternal antikor seviyesine sahip (subkutan asili) grubun,
yilksek maternal antikor seviyesine sahip (inovo asili) siiriden daha erken immun yanit
olusturdugu tespit edilmistir. 14. giinde uygulanan calengta inovo grup % 60, subkutan grup
% 70 korunurken, kontrol gruplar sirasiyla % 40 ve % O korunma saglanmistir. 21. giinde
uygulanan c¢alengta inovo grup % 80 ve subkutan grup % 100 oranlarinda korunurken, kontrol
gruplan sirasiyla % 10 ve % 0 korunmustur. 28, 35 ve 42.giinlerde uygulanan calencgta her iki
yontemle agilanmis grup da % 100 korunurken, kontrol gruplarinin % O korundugu
bildirilmektedir. Histolojik bulgularda; bursal lezyonlar hem inovo hem subkutan yolla
asilanmis gruplarda asi susu replikasyonunu 14 ve 21. giinlerde tespit etmislerdir. Bu
sonuglara gore, immun kompleks IBD ile agilanan broilerler ister in ovo ister subkutan olsun
3.-4. haftalarda aktif immun yanit olusturdugu ve calengten tam olarak korudugu

aragtirmacilar tarafindan savunulmaktadir. Ayrica immun kompleks IBD asisinin etkinliginin,



yiiksek seviyelerdeki antikor titrelerinden aktif immun cevap olusmasi sirasinda etkilenmedigi
de bildirilmektedir. Hem serolojik hemde bursal patoloji ¢alisma sonuglari, immun kompleks
IBD asisinin subkutan ve inovo uygulama sonrasi maternal antikor seviyesi ¢ok diismeden as1
susu replikasyonunun basladigini ve immunizasyonun olustugunu gostermektedir. Ayrica asi
yapilmis ancak az da olsa siipheli gruplarin varligi hem maternal antikoru olmayan hem de
immun kompleks IBD ile maternal antikor seviyesi biiyiik oranda azaltilmis civcivler olarak
aciklanmistir. Payla ve arkadaslar1 (2003) bu arastirma ile kuluckahanede immun kompleks
IBD agis1 ile asilanan civcivlerin farkli maternal antikorlara sahip olmalarina ragmen,

kiimeslerdeki IBDV infeksiyonu problemini elimine edilebilecegi sonucuna varmiglardir.

Icochea ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada (2006) dort ¢alisma grubu iizerinde
calisilmistir. A grubu subkutan olarak kulugkada antijen-antikor kompleks as1 olan (IBDV-
2512 susu) Transmune IBD ile; B grubu 10 ve 18. giinlerde iki kez once Lukert (mild sus),
sonra CE (intermediate sus) ticari asilarla; C grubu LZD 228 (plus intermediate sus) ticari asi
ile asilamiglar ve D grubu kontrol grubu olarak hi¢cbir IBD asis1 uygulanmamistir. Caleng 35.
giinde uygulanmis olup, bunun i¢in F52/70 Gumboro susu kullamilmig. Klinik belirtiler,
makroskobik ve mikroskobik lezyonlar, bursal indeks, serolojik yanit ( ELISA testi ile),
liretim parametreleri agisindan degerlendirilmistir. Istatistiksel analizlerden bursal indeks,
antikor titreleri ve liretim performanslari Anova testi tarafindan analiz edilmistir. Mikroskopik
bursal lezyonlar Kruskal-wallis testi tarafindan analize tabi tutulmustur. Bu analizler
sonucunda arastirmacilarin elde ettikleri sonuglarda; calencten sonra hi¢cbir grup mortalite
gostermemistir, tim gruplarda depresyon ve diyare goriilmiistiir, en ¢ok klinik belirti ve
lezyon asilanmamis grupta goriilmiistiir. Klinik hastalia karsi en iyi korumay1 Transmune
IBD agis1 yapilan Grup A’nin gosterdigi bildirlmektedir. Asilanmis higbir grup atrofinin
bursal indeks degerlerini gostermemis durumda oldugu bildirilmektedir. Gruplar arasinda
bursal indeks acisindan istatistiksel bir fark da goriillmemistir. Mikroskopik bursal lezyonlar
acisindan asilanmig gruplar arasinda istatistiksel fark goriilmiis olup; Grup A en yiiksek bursal
mikroskobik lezyon skoru (3.8) ve en diisiik grup B (1.8) elde edildigi bildirilmektedir.
Asilanmis gruplar arasinda kesimhane verileri degerlendirildiginde, viicut agirliklarinin A

grubu 345 g, B grubu 185 g, C grubu 134 g daha agir geldigi tespit edilmistir.

Ivan ve arkadaslarimin 2005 yilinda yaptiklart arastirmada, immunkompleks as1

virusunun Infeksiyoz Bursal Hastalik (IBD) dokularinda dagilimi ve organlarin virus



yiiklenmesi nicel olarak karsilastinlmigtir. Calismada bir giinliik Spesifik Patojen Free (SPF)
civcivler ve maternal immun broyler civcivlere subkutan olarak Transmune IBD enjekte
edilmistir. Lenfoid ve non-lenfoid organlar ¢alisma boyunca belirli araliklarla toplanmislardir.
Reverz transcriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) uygulamasi ile en yiiksek
miktardaki IBD virus, SPF civcivlerde ilk olarak asilamadan sonraki 14.giinde, broyler grupta
ilk olarak Bursa Fabricius’da asilamadan sonraki 17. giinde goriildiigii ve calismanin sonuna
kadar asilamadan sonra 43. giine kadar orada kaldigi tespit edilmistir. Bu calismada,
infeksiyoz bursal hastalik virusunun hicbir asilanmis grupta dalak, timus, sekal tonsiller,
karaciger veya duedonumda goriilmedigi bildirilmektedir. Asilanmamis gruplarin hicbir
orneklemesinde de etken tespit edilmemistir. Bu arastirmada alinan serumlardan yapilan
ELISA sonuglari, agilamadan 28 giin sonra IBDV spesifik antikorlar1 tespit etmis ve
asilamadan 43 giin sonraya kadar da artisimt siirdiirdigiinii gostermis bulunmaktadir.
Asilanmamis broyler civciv grubunda maternal antikor seviyesinin 14. giinde baz seviyenin
altina diistiiglini ve daha sonra da aktif immun yamtin olusmadigini arastirmacilar

bildirmektedirler.

Pazani ve arkadaslarinin 2007 yilinda broyler civcivlerde IBDV-Icx
(CEVAC/Transmune IBD) asis1 ile yaptiklar1 as1 etkinlik calismasini 0, 14, 21, 35, 42.
giinlerde aldigi kan serumlarindan ELISA yontemi ile hem IBD hem de ND agisindan
degerlendirmislerdir. Bir grup IBDV-Icx ile kuluckada subkutan olarak, diger grup ticari
intermediate bir ag1 ile igme suyu ile asilanmistir. IBDV antikor titrelerinin tiim gruplarda 21-
28 giinlerden itibaren yiikseldigini ve bu yiikselmenin 42. giine kadar siirdiigiinii tespit
etmislerdir. Gruplar arasinda ND antikor titrelerinde ve viicut agirliklarinda 6nemli bir
farklilik goriilmedigi arastimacilar tarafindan bildirlmektedir. Corley ve arkadaslar1 (2001);
antigen capture ELISA (ACCE) kullanarak SPF cicivlerde in ovo asilamadan 6 giin sonra
IBDV-Icx viriis proteinlerinin varligini Bursa Fabricius’ta gostermis bulunmaktadirlar.
Sharma (1986), embriyolu yumurtalara yapilanan asinin doku dagilimi agisindan daha etkili
ve dokularda viriis seviyesinin daha yiiksek olmasi ile in ovo uygulamanin kuluckada ilk giin

yapilmasindan daha etkili oldugunu bulmustur.

Kumar ve Charan (2001), IBDV farkli antikorlarla kaplanirsa farkli derecelerde virus
replikasyonu olacagin1 gostermislerdir. Maternal immun broyler civcivlerde 17 .gilinde ilk

olarak tespit edilen ve 43. giine kadar siiren antikorlar, SPF’lerle karsilastirildiginda birkag



giin ge¢ kaldigr goriilmiistiir. Bunun sebebinin maternal antikorlarin inhibisyon etkisi
olabilecegi aragtirmacilar tarafindan varsayillmistir. Ayni yil yapilan baska bir arastirmada
maternal antikorlarin diisiisii IBDV-Icx’in sebep oldugu bursal yikim zamamni ile baglantil
oldugu bulunmustur (Ivan ve ark 2001). Moody ve arkadaslar1 (2000) IBDV’nin kandan
tamamiyla temizlenmesinin infeksiyon 4. giiniinden sonra oldugunu gostermisler. Buna
karsilik virus replikasyonunun hedef organ olan Bursa Fabricius’da uzun bir siire kaldig1 bazi

aragtirmacilar tarafindan bildirilmektedir (Sharma 2000, Van den Berg 2000).

Arastirmamiza, maternal antikor seviyelerinin beklenenin altinda oldugu tespit edilen
civcivlerle baslandi. Calisma gruplarina kuluckahanede subkutan IBDV Icx (CEVAC/
Transmune IBD) uygulamasi yapildi. Kontrol grubu ise sadece 14. giin icme suyu ile 228 E
(intermediate plus) as1 ile asilandi.14. giin hem kontrol grubunda hem de ¢alisma grubunda
maternal antikor seviyeleri belirgin bir sekilde diistiigli tespit edildi. Calisma gruplarinda 21.
giinden itibaren siirekli yiikselerek ilerleyen titre kesime kadar bu egilimini devam ettirdi.
Klinik herhangi bir sorunla karsilasiimadi. Oliim oram %2.87, ortalama agirlik 2124gr, yem
doniisiim orant 1.75 olarak gerceklesti. Kontrol grubunda 28. giinde yiikselmeye baslayan
titre, 33. giin Ol¢limlerinde diisiikk ve 42.giin Olgiimlerinde infeksiyon titresi gosterdi.
Infeksiyon subklinik seyretmistir. Oliim oran1 % 1.36, ortalama agirlik 2209gr, yem doniisiim

orani:1.76 olarak gerceklesmistir.

Yapilan bu tez arastirmasi, IBDV Icx (CEVAC/ Transmune IBD) asisinin, diisiik
maternal antikor seviyelerinde iyi bir sekilde calistifini, yogun yetistirme yapilan riskli bir
bolgede bile iyi cevap alinabildigini ve asimin sagladigi korumanin broyler civcivlerin
kesimhaneye gidene kadar ki donemde etkili bir diizeyde oldugunu gostermistir. Bu tiir yogun
yetistirme ortamlarinda infeksiyon riski ¢ok fazla oldugu icin kontrol ve siirii yonetimi de
zorlagmaktadir. Yetistirme ortamlarinin i¢cme suyu asilamasinda, yapilacak hatalarin
infeksiyon cesitliligini de arttirdigin1 da eklersek, IBD virusundan etkin korumanin IBDV Icx
(CEVAC/ Transmune IBD) asis1 ile daha basarili olunabilecegi ve bu as1 uygulamasinin

bolgesel olarak yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Yagh adjuvan iceren inaktif asilar, damizlik siiriilerin hastaliga kars1 bagisikligim
desteklemek ve siireyi uzatmak i¢in kullanilir. Ancak, pratik degildir ve civcivlerde primer

cevabin olusturulmasinda tercih edilmezler. Yaglh adjuvan iceren agilar, damizliklarda canli



virus asilariyla saglanmis bagisikligin devami icin kullanildiginda daha etkilidirler (Wyeth ve
Cullen 1978).

IB hastaliginda, maternal bagisiklik, ¢iftlik yonetimleri ve uygulama farkliliklarindan
dolay1 iilkelerde ulusal bir asilama programi uygulanmamaktadir. Eger bir broyler cifliginde
maternal antikor seviyeleri kayitlarda yiiksek olarak tespit ediliyor ve bu seviyelerde dnemli
degisiklikler goriilmiiyorsa asilamaya gerek duyulmamaktadir. Intermediate asilarda asilama
zamani, 7 giin ile 2-3 hafta olarak belirlenmistir. Eger broyler civcivler 1 giinliikkken
asilanacaksa, ast Marek hastaligl asisinin i¢inde verilmelidir. Yagh adjuvan iceren asilar,
genellikle 16.-18. haftalarda kullanilir. Kiimeslerdeki antikor titrelerindeki ani diisiislerde
damizliklarin tekrar asilama gerekmektedir. IB hastaligindan korunmada, rekombinant agilar
da gelistirilmektedir, ancak heniiz pazara ticari bir iiriin olarak sunulmamistir (Bayliss ve ark

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

Arastirmamizda her iki firmaya ait ¢caligma grubu antikor titrelerine bakildiginda elde
edilen ELISA sonuglariin birbirine paralel oldugu goriilmektedir. Bu sonuca gore immun
kompleks asilamalar sonucunda farkli ciftliklerde IBD korunmasinda basarili sonuclar elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.



5. SONUC

Arastirmamizda, ilgili entegre tesislerin farkli kiimeslerinde retrospektif olarak yapilan
degerlendirmeler sonucunda genellikle 7.-21. giinler aras1 infeksiyon riski oldugu
belirlenmigtir. Hayvanlarin hastaliga en hassas oldugu giinler IBDV antikor titrelerine
bakildiginda, koruma titrelerinin koruma diizeyi altinda seyrettigi goriilmektedir. Ancak, bu
asilama programi ile igletmedeki IBDV ve diger infeksiyonlar (IB, ND) kontrol altina alinmig
bulunmaktadir. Dolayisiyla, broiler kulugkahanelerinde IBDV infeksiyondan korunmak icin
Transmune IBD asisinin basari ile kullanilabilecegi ve bu hastaliga karsi iyi diizeyde korunma

saglanabilecegi sonucuna varilmstir.



6. OZET

Aragtirmamizda iki firmaya ait 10000’er baslik 10 adet kuluckahaneden 0, 7, 14, 21,
28, 33 ve 42. giinlerinde kiimes basma 23 kan 6rnegi olmak iizere toplamda her 6rnekleme
giinii i¢in 230 ve aragtirmanin sonunda ise genel toplamda 1610 adet kan ornegi alind1 ve
serumlar1 ayrilarak Biocheck Firmasmin Infeksiyoz Bursal Hastaligi antikor test Kiti

(Code:CK113, Lot No: FS4925, Exp. Date:31/05/2010) ile analizleri yapildi.

Kiimeslerden alinan kan serum Ornekleri; ELISA IBDV antikorlarinin 0, 7, 14, 21, 28,
33, 42. giinler icin firmalara gore ortalama degerleri degerlendirildiginde; firma A ig¢in
calisma grubu ortalamasi: 1572, 705, 107, 3542, 7832, 7844, 12477 ve ort. % CV degeri: 43,
65, 46, 81, 32, 66, 31, kontrol grubu: 1572, 946,108, 453, 9143, 5758,13525 ve ort. CV
degeri: 43, 56, 68, 158, 27, 46, 24 olarak bulunurken; firma B icin calisma grubu ort.: 1557,
745, 117, 3585, 7932, 7976, 12688 ve ort. % CV degeri: 43, 62, 56, 71, 32, 64, 33, kontrol
grubu: 1557, 880,105, 412, 8972, 5342,12535 ve ort. CV degeri: 43, 52, 65, 122, 29, 48, 21
olarak tespit edilmistir. Biocheck firmasinin 6ngordigii titre degerlerine gore IBD i¢in immun
kompleks as1 uygulamasit sonucunda 5000-14000 titre degeri bagisiklifin olustugunu

gostermektedir.

Arastirmanin sonunuda Transmune IBD as1 grubunda kontrol gurubuna gore 1 hafta

daha erken antikor yanit olustugu agik olarak goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gumboro, Broiler, Transmune IBD asis1, ELISA



7. SUMMARY

In our study, 23 blood samples were taken from 10 hatcheries containing 10000
chicken, per sampling 230, and at the end of the study, 1610 samples were taken in the days 0,
7, 14, 21, 28, 33, 42. Blood serum were seperated and they were analyzed by test kit of
Infectious Bursal Disease (Code:CK113, Lot No: FS4925, Exp. Date:31/05/2010) Biocheck

Corporation.

Serum samples taken from hatcheries were evaluated by ELISA IBDV antibody in the
days 0, 7, 14, 21, 28, 33, 42. and according to the hatchery companies, for company A, study
group avarage ratio is: 1572, 705, 107, 3542, 7832, 7844, 12477 and avarage CV % value is
43, 65, 46, 81, 32, 66, 31, control group: 1572, 946,108, 453, 9143, 5758,13525, and avarage
CV value: 43, 56, 68, 158, 27, 46, 24. For company B, study group avarage ratio is: 1557,
745, 117, 3585, 7932, 7976, 12688 and avarage CV % value is 43, 62, 56, 71, 32, 64, 33,
control group: 1557, 880,105, 412, 8972, 5342,12535, and avarage CV value: 43, 52, 65, 122,
29, 48, 21. According to the titer values identified by Biocheck Corporation, 5000-14000 titer

immunization comprised for IBD at the end of immune compleks vaccine application.

As a result of the studuy, it is seen that, antibody response develops 1 week earlier in

Transmune IBD vaccine group than in control group

Keywords: Gumboro, Broiler, Transmune IBD vaccine, ELISA
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