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TURKCE OZET

Bu calismada solunum yolu problemli tavuklarda Avian Coronavirus Infectious
Bronchitis  Virus (IBV), Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV), Auvian
Metapneumovirus (aMPV) ve Avian Reovirus (ARV) aranmasi ve IBV ve ILTV
izolatlarinin genetik karakterizasyonlarinin yapilmasi hedeflendi. Bu amagla Tiirkiye’de
15 ilde yer alan 45 yumurtact ve 48 broyler kiimeslerindeki tavuklara ait trakeal
svablardan virus izolasyonu i¢in ‘Specific Pathogen Free’ embriyolu yumurtalara ekim
yapildi. Bu yumurtalarin koryoallantoik sivilarinda Newcastle Disease Virus (NDV) ve
Avian Influenza Virus (AIV) varhign Hemaglutinasyon ve Hemaglutinasyon inhibisyon
testleri ile saptandi. IBV, ILTV, aMPV ve ARV’lar1 ise Real-Time PCR (rPCR) testleri
ile identifiye edildi. Identifikasyon islemleri sonucunda &rneklerin hicbirinde NDV ve
AIV saptanmazken, yumurtacit 6rneklerinin 21’inde (%46,67) IBV, 10’unda (%22,22)
ILTV, 6’sinda (%13,33) aMPV ve 2’sinde (%4,44) ARV, broyler orneklerinin ise
28’inde (%58,33) IBV, 1’inde (%2,22) ILTV, 4’linde (%8,33) aMPV ve 10’unda
(%20,83) ARV varlig1 tespit edildi. Incelenen yumurtaci ve broyler tavuklara ait
orneklerin sirasiyla 5’inde (%11,11) ve 1’inde (%2,08) IBV+aMPV, 1’inde (%2,22) ve
5’inde (%10,42) IBV+ARV ikili olarak bulunurken, broyler orneklerin ise 2’sinde
(%4,17) IBV+aMPV+ARYV iiclii olarak saptandi. Birden fazla etken bulunan toplam
ornek oram1 %15,05 olarak hesaplandi. ILTV saptanan Orneklerde baska bir virus
belirlenmedi. Ayrica yumurtaci ve broyler tavuk orneklerinin hi¢birinde ARV+aMPV
ikili olarak saptanmadi. ILTV izolatlarinin genetik karakterizasyonlart sonucunda
hepsinin saha susu ve diisiik virulensli olduklar1 kararma varildi. IBV’ye ait S1 gen
bolgesinin dizileme islemi 5 6rnekte basarili oldu. Bu 6rneklerden 3’tiniin 4/91 genotipi
ile; diger 2’sinin ise 1S/1494/06 (Isracl Var2) genotipi ile %99 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlendi. Elde edilen sonuglarin kanatli endiistrisine faydali olacagi
disiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanatli solunum viruslari, Tavuk, PCR, ILTV, IBV
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INGILIZCE OZET
Investigation of important avian respiratory virus infections by Real-Time PCR.

In this study, it was aimed to search Avian Coronavirus Infectious Bronchitis Virus
(IBV), Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV), Avian Metapneumovirus (aMPV),
and Avian Reovirus (ARV) and to perform genetic characterization of IBV and ILTV
isolates in chickens with respiratory problems. For this purpose, “Specific Pathogen
Free” embryonated chicken eggs were inoculated for virus isolation from tracheal swabs
of chickens in 45 layers and 48 broiler flocks located in 15 provinces in Turkey. The
presence of Newcastle Disease Virus (NDV) and Avian Influenza Virus (AlV) in the
chorioallantoic fluid of these eggs was detected by Hemagglutination and
Hemagglutination Inhibition tests. IBV, ILTV, aMPV, and ARV were identified by
Real-Time PCR (rPCR) tests. As a result of the identification process, NDV and AlV
were not detected in any of the samples; concerning layer samples, the presence of 21
(46.67%) 1BV, 10 (22.22%) ILTV, 6 (13.33%) aMPV, and 2 (% 4.44) ARV were
detected, whereas, IBV in 28 (58.33%), ILTV in 1 (2.22%), aMPV in 4 (8.33%) and 10
(20.83%) ARV were detected in broiler samples. Of the layers and broiler chickens
examined, respectively, IBV+aMPV in 5 (11.11%) and 1 (2.08%), IBV+ARV in 1
(2.22%), and 5 (10.42%) were found to be dual infections while IBV+aMPV+ARYV were
detected as triple in 2 (4.17%) broiler samples. The total sample rate with more than one
agent was calculated as 15.05%. No other virus was detected in ILTV detected samples.
In addition, ARV+aMPV was not detected as a dual infection in any of the layers and
broiler chicken samples. Regarding the genetic characterization of ILTV isolates, it was
concluded that they were all field strains and low virulence. Sequencing of the S1 gene
region of IBV was successful in 5 samples. It was determined that 3 of these samples to
4/91 genotype and the other 2 were 99% similar to the IS / 1494/06 (Israel Var2)
genotype. It is thought that the present results will be beneficial in the poultry industry.

Keywords: Avian respiratory viruses, Chicken, PCR, ILTV, IBV
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1. GIRIS

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de tavukguluk sektorii i¢in ekonomik yonden oldukga
onemli olan solunum yolu hastaliklarinda rol oynayan solunum viruslarinin varligi
saptanmig olup; enfeksiyonlarin birliktelikleri degerlendirilmistir. Bunun yani sira,
giincel olarak biiyiik 6neme sahip Avian Coronavirus Infectious Bronchitis Virus (IBV)
ve Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV) enfeksiyonlarinda elde edilen izolatlarin
genetik karakterizasyonu yapilmistir. Kanatli solunum yolu enfeksiyonlari kanatl
sektorli acisindan son derece Onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
enfeksiyonlarla miicadele amaciyla enfeksiyonlarin endemik oldugu yorelerde uygun asi
ve agillama programlart diizenlemektedir. Bu as1 programlarinin ve stratejilerinin
olusturulmas1 i¢in Oncelikle solunum yolu viruslarinin hastalik vakalarindaki
sikliklarinin ortaya koyulmas: ve etkili bir sekilde teshis edilmeleri gerekmektedir. Bu
viruslardan 1BV ve ILTV’nin genetik karakterizasyonlarinin gerceklestirilerek
tanimlanmasi1 gerekmektedir. Bu amagcla IBV i¢in S1 gen bolgesi, ILTV igin Infected
Cell Polypetide 4 (ICP4) ve Thymidine Kinase (TK) gen boélgeleri hedef alinarak
gerceklestirilen genotiplendirme islemleri 6zel onem arz etmektedir. Rutin teshis
laboratuvarlarinda kanatli solunum yolu enfeksiyonlarinin tanis1 genellikle ELISA gibi
bir serolojik test ile spesifik antikorlarin artis1 temel alinarak yapilmakta ve cogu zaman
virusun izolasyonu ve identifikasyonunu gerektirmektedir. Virus izolasyonu
enfeksiyonlarin teshisinde ‘gold standart’ (altin standart) yontemdir. Bu baglamda bu
calismada da Ornekler spefisik patojen ari (Specific Pathogen Free: SPF) embriyolu
tavuk yumurtalarinda (ETY) izole edilmis ve virus izolatlarina ait genetik degerlendirme
her virusa 6zel gelistirilmis olan primerler kullanilarak Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Real-Time Polymerase Chain Reaction: [rPCR) metodu ile
gerceklestirilmistir. Gilinlimiizde, gelisen PCR teknikleri ile virus izolatlarmin

tiplendirilmesi etkili bir sekilde yapilabilmektedir. Daha da 6tesi bu teknikler, teshislerin
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virusun izolasyonuna bile gerek kalmadan giivenilir, hizli ve goreceli olarak ekonomik
bir sekilde gercgeklestirilebilmesine olanak saglamistir. Dolayisiyla, bu niikleik asit
tabanli-tan1 teknikleri rutin tamida da yaygin olarak yerlerini almistir. Solunum yolu
viruslarindan ILTV’nin  PCR-temelli yontemler yardimiyla yapilan genetik
karakterizasyonu, elde edilen izolatlarin saha susu veya asi1 susu kokenli oldugunun
belirlenmesi ILTV’ye ait klinik vakalarin sahada asilamalar sonucu meydana gelip
gelmediginin ortaya konulmasi agisindan biiylik 6neme sahiptir. Bununla birlikte, bu
yontemler ile virulensin genetik agidan degerlendirilmesi, sahada hastaligin verdigi
ekonomik zararin virusun virulensi ile ne oranda oOrtiistiigiiniin belirlenebilmesine de izin
verecektir. IBV izolatlarinin S1 gen bolgesi analizleri, sahada enfeksiyon tablolarindan
sorumlu IBV suslar1 ile hali hazirda bolgede kullanilan asi suslarinin birbirlerinin
protektotipleri olarak ne derece yakin olduklarina karar vermede son derece pratik
Ooneme sahiptir. Bu baglamda bu c¢alismanin sonuglari, Tiirkiye kanatli sektoriinde
solunum yolu viruslarinin tam olarak ne siklikla ve ayni zamanda hangi diizeyde birlikte
bulunduklarinin tablosunu sunacak ve IBV ve ILTV agisindan kullanilan veya
kullanilacak asilarin tipleri ve asilama stratejilerine yon verecek, literatiirde olmayan

orijinal veriler niteligindedir.



2. GENEL BILGILER

Kanatli solunum yolu enfeksiyonlar1 iilkemizde ve tiim diinyada ekonomik
acidan ¢ok onemli bir yere sahiptir. Bu enfeksiyonlardan korunmanin ana stratejisini siki
biyogiivenlik tedbirleri i¢inde 6zellikle agilamalar olusturmaktadir. Asilamalarin anlaml
bir sekilde yapilmalar1 i¢in, ilgili enfeksiyonun prevalans ve insidansinin iyi belirlenmesi
gerekir. Bu baglamda bir enfeksiyonun gilivenilir teshisi, bu enfeksiyonun ne denli bir
yayginlikta oldugunun belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir. Bundan dolay1 asagida
kanatlhi viral solunum yolu enfeksiyonlarinin etkenleri, tanisi, etkenlerinin
karakterizasyonu ve kismen de olsa korunmalar1 konusunda burada yiiriitiilen ¢aligmayla
ilgili sinirli kalmak kaydi ile bilgi verilecektir. Caligmamiza ihbart mecburi oldugu i¢in
ve diger solunum yolu etkenleriyle ilgili sahadaki enfeksiyon siklig1 tablosunu daha net
gorebilmek icin, Newcastle Disease (ND) ve Avian Influenza (AI) Viruslar1 dahil
edilmemis, bu etkenlerin olmadigi klinik saha orneklerinde diger viral etkenler

saptanarak sahadaki viral enfeksiyonlarin sikliklar1 ve birliktelikleri irdelenmistir.
2.1. Avian Coronavirus Infectious Bronchitis Virus (IBV)

Infectious Bronchitis (IB) ilk kez 1930 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nin
Kuzey Dakota eyaletinde civcivlerde goriilen yeni bir solunum yolu hastalig1 olarak
tanimlanmistir. IB’ye ait olgularin klinik bulgular1 ve laboratuvar ¢aligmalarini igeren ilk
rapor Schalk ve Hawn tarafindan 1931°de bildirilmistir (Schalk & Hawn, 1931).
Beaudette ve Hudson ilk defa 1937 yilinda virusu ETY’de izole etmistir (Beaudette,
1937). 1941°de Van Roekel giliniimiizde kullanilan asilama programlarimin gelismesi
yoniinde ilk adimi atmistir (Van Roeckel, Bullis, Flint, & Clarke, 1942). Jungherr ve
ark.’mn raporunda 1951 yilinda izole edilen Connecticut izolat1 ile 1941 yilinda izole

edilen Massachusetts izolatinin ayni1 hastaligt meydana getirdigi fakat capraz koruma



veya ¢apraz noétralizasyon olusturmadigi bildirilmistir. Jungherr’in raporu, Avian
Coronavirus Infectious Bronchitis Virus’un (IBV) birden fazla serotipinin oldugunu
gosteren ilk bildiridir (Cavanagh & Gelb Jr, 2008; Jungherr, Chomiak, & Luginbubhl,
1956). 1960’1 yillarda Winterfield & Hitchner (1962), baz1 IBV suslarinin nefritise
sebep oldugunu ve Gray ve Holte nefropatojenik suslarin izole edildigini bildirmistir.

IBV Nidovirales takimindan, Cornidovirineae alt takimindan, Coronaviridae
ailesinden Orthocoronavirinae alt ailesinden bir Gammacoronavirus’tur (ICTV
Taxonomy, 2018b). Gammacoronavirus genusu, IBV, Turkey Coronavirus (TCoV) ve
diger kanath tilirlerinden ve bazi memelilerden (SW1) izole edilen coronaviruslar
icermektedir (Cavanagh, 2005; Jackwood & de Wit, 2013; ICTV Taxonomy, 2018Db).
IBV, ozellikle tavuklarda onemli enfeksiyonlara neden olmakla birlikte siiliin ve tavus
kuslarinda da goriilebilmektedir. Ayrica hindi, camur 6rdegi, kaz, giivercin, be¢ tavugu,
keklik ve ordeklerden de IBV benzeri viruslar izole edilmistir (Cavanagh, 2005; Hughes
et al., 2009).

Diinya capinda goriilen IBV, inhalasyon ya da enfekte olmus kuslara direkt
temas veya kontamine altlik, ekipman ve fomitler ile bulagmaktadir. Virus kulugkadaki
yumurtalarin kabuk yiizeyinde bulunabilir ancak vertikal olarak bulagsmamaktadir.
Kabuktaki virusun kaynagi, ovidukt ve gastrointestinal yoldan gecistir. Insanlarda ise
IBV enfeksiyonu ile ilgili bir bildirim bulunmamaktadir (Jackwood & de Wit, 2013).

IBV, ekonomik yonden oOnemli, oldukca bulasici, akut iist solunum yolu
hastaligina neden olan bir virustur (OIE, 2018a). Bununla birlikte virus bdbrek,
ovaryumlar ve enterik alanlardaki epitelyal hiicrelerde de ¢ogalabilmektedir (Chacon et
al., 2014; Ganapathy et al., 2012; Jones & Jordan, 1972; Meulemans, Carlier, Gonze,
Petit, & Vandenbroeck, 1987). IBV’nin genellikle goz ardi edilen dikkat ¢ekici bir
ozelligi de farkli tavuk iwrklarinda hastaligin siddetinin degiskenlik gdsterebilmesidir
(Cavanagh, 2007).

Geng tavuklarda IBV enfeksiyonu o6zellikle iist solunum yolu hastaligina neden
olmaktadir. Broylerlerde solunum yolu bulgulariyla birlikte diisiik canli agirlik artis1 ve
yemden yararlanma goriilmektedir. Ayrica enfeksiyon, broylerleri sekonder firsatci

bakteriyel enfeksiyonlara predispoze hale getirerek airsacculitis, perikarditis ve
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perihepatitise yol acabilir. Morbidite her zaman %100 olmakla birlikte yas, konak¢inin
immun durumu, sus tipi ve sekonder bakteriyel veya viral patojenlerle enfekte olup
olmamas1 gibi faktorler nedeniyle mortalite %0 ile %82 arasinda degisebilmektedir
(Jackwood & de Wit, 2013). Bunun yami sira nefropatojenik olan bazi IBV suslari
bobrek hasarina bagli olarak yiiksek mortaliteye neden olmaktadir (Cook et al., 2001; Li
& Yang, 2001).

Yumurtac1 ve damizlik tavuklarda enfeksiyon yumurta iiretiminde %70’e varan
azalmaya ve diisiik kabuk kalitesine yol agmaktadir. Virus oviduktta ¢ogalabildigi i¢in
geng tavuklarda ve yarkalarda meydana gelen ¢ok uzun siireli verim distikliikleri ve
“sessiz veya yalanci yumurtact sendromu” olusumu ile karakterizedir. Koyu renkli
yumurta iireten irklarda ise soluk kabuk rengi ve albiimin vizkozitesinde azalma goriiliir
(Cook, Jackwood, & Jones, 2012; Jackwood & de Wit, 2013; Jones & Jordan, 1972).

IBV zarfli, kiiresel yapili, pleomorfik sekilli bir virustur. Yaklasik 120 nm
capinda olan virus partikiilleri yiizeyde diken seklinde ¢ikintilar (spike) igermektedir.
Her biri yaklasik 20 nm olan bu yiizeysel ¢ikintilar virusa tag¢ seklinde bir goriiniim
kazandirmaktadir. Virusun isminin kaynagi da bu goriintiidiir (“Corona” Latincede tac
anlamina gelmektedir) (Cavanagh & Gelb Jr, 2008; Jackwood & de Wit, 2013).

IBV suslar stikroz igeriklerine gore dansite farkliliklar ile ayrilabilmektedir. Bu
baglamda yiizeysel ¢ikintilar1 tam olarak tasiyan suslarda dansite, 1,18 g/ml ve daha az
cikinti tagtyanlarda ise 1,15 g/ml gibi ¢cok daha az degerler alabilir (Jackwood & de Wit,
2013). IBV diger coronaviruslar gibi 1siya duyali olup 15 dakika boyunca 56°C’de
tutuldugunda inaktive olur. Ancak protein iceren Orneklerde virusun inaktive
edilebilmesi i¢in 60°C’de en az 30 dakika bekletilmelidir (Rabenau et al., 2005).
IBV’nin uzun siire depolanabilmesi i¢in -20°C’de tutulmasi Onerilmektedir. Hayatta
kalma siiresi ilkbahar aylarinda 12 giindiir. Ancak hava sicakliginin donma seviyesinin
altina oldugu durumlarda 56 giin boyunca hayatta kaldig1 bildirilmistir. Bununla birlikte
teshis icin yapilan laboratuvar islemlerinde her zaman soguk zincirin korunmasi
gerekmektedir (Jackwood & de Wit, 2013). infeksiydz allantoik sividaki viruslar
liyofilize edilmis vakumlanmis ve sogutucuda muhafaza edilmis sekilde en az 30 yil

boyunca varligimi siirdiirebilir (Cavanagh & Gelb Jr, 2008). IBV’ye ait pH stabilitesi
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farkli virus suslarinda olduk¢a yiiksek degiskenlik gosterebilmektedir. Hiicre
kiiltiirtindeki IBV, pH 7,0-8,0 degerlerine gore pH 6,0-6,5 olan mediumlarda daha
stabildir (Alexander & Collins, 1975). IBV, 4°C’de 18 saat boyunca yapilan
inkiibasyonda, eter, %50 kloroform ve %0,1 sodyum deoxycholate gibi kimyasallara
duyarhdir (Jackwood & de Wit, 2013).

Mutasyon ve rekombinasyon siiregleri, RNA viruslarinda genetik ve fenotipik
varyasyonlarin ortaya c¢ikmasiyla birlikte yeni varyant suslarin olusmasina sebep
olmaktadir. Tavuklardaki IBV enfeksiyonlarinda siklikla goriilen bu siiregler aym
zamanda konak¢min immun sistemi ile de iliskili olmakla birlikte virus popiilasyonuna
cesitlilik kazandirmaktadir (Montassier, 2010).

IBV’ye ait viral genom, tek zincirli pozitif anlamli ve yaklasik 27,5-28 kb
uzunlugunda RNA’dan olusmaktadir (Jackwood & de Wit, 2013). IBV genomuna ait
temsili sema Sekil 1’de gosterilmistir. Coronavirus ailesinin diger iiyeleri gibi IBV
genomu da yapisal ve yapisal olmayan proteinlerden olusur. Yapisal proteinler arasinda
spike (S), zarf (envelope: E), membran (M) ve niikleokapsid (N) bulunur (Bande et al.,
2016). S glikoproteini S1 ve S2 olmak iizere (sirasiyla yaklasik 520 ve 625 aminoasit)
iki alt tniteden olusmaktadir (Cavanagh, 2007; Lai & Cavanagh, 1997). Spike
glikoproteinin S1 kismi, virusun, sialik asit reseptorlerine baglanarak hiicreye giriginde
onemli rol oynar. Sl'e kovalent olmayan bir sekilde baglanan S2 alt birimi, viral
membrani kapsayan ve SI1’i viriona sabitleyen bir trans-membran alanina sahiptir. S
glikoproteini virus-hiicre zar1 fiizyonunda ve konakg1 hiicreye girmesinde rol oynar ve
notralize edici antikorlar: indiikleyen epitoplar igerir. S1 genindeki degiskenlik, virusun
¢ok sayida farkli genotip ve serotipinden sorumludur (Jackwood, Hall, & Handel, 2012).
S1 gen bolgesi varyasyondan ve bagisiklik savunmasindan kagisindan sorumlu olan ii¢
hiper degisken bolge (HVR) igerir. HVR1, HVR2 ve HVR3, sirasiyla 38-67, 91-141 ve
274-387 amino asit pozisyonlarinda bulunur (Houta et al., 2021). E proteini virusun bir
araya gelmesinde gorevli olan bir kii¢lik integral membran proteinidir ve dolayisiyla E
proteininin aminoasit dizilimini kodlayan sekansta meydana gelen bir mutasyon virusun
hiicrelerde bir arada toplanmasini etkileyebilir (Fischer, Stegen, Masters, & Samsonoff,

1998). Virusa ait M integral proteini, ¢ift katmanli lipid tabakasi iginde yerlesmis olup
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virusun en biiyiik bolimiinii olugturur. Bu protein ayni zamanda virusu yapisal olarak
saglamlastiran bir proteindir. M proteininin en énemli 6zelliklerinden birisi diger yapisal
proteinlerle baglantilar kurmasi ve dolayisiyla virus parcalarimi bir arada tutarak
regiilasyon gorevi yapmasidir (Godet, L'Haridon, Vautherot, & Laude, 1992; Abro,
2013). N fosfoproteini viral genomu sarmalar ve bu da virionda helikal niikleokapsid
formunun olusturulmasini ve virus toplanmasi i¢in gerekli olan M ve E proteinlerindeki
interaksiyonlarin gergeklestirilmesini saglar (Jackwood & de Wit, 2013). Farkli virus
izolatlarina ait aminoasit dizilimleri degerlendirildiginde N proteinin olduk¢a korunmus
oldugu ve smurli bir diizeyde (yaklasik % 2-6) farklilik gosterdigi goriilmektedir
(Williams, Li, Sneed, & Collisson, 1992). Bu protein ayn1 zamanda virusa ait
replikasyon ve transkripsiyon siireglerinde etkin rol almasi1 nedeniyle virusun temel yap1

unsurlarindan birisidir (Jackwood et al., 2012).

Replikaz Spike Membran Niikleokapsit
5' UTR 3’ UTR
_—n-[tp:-—
4 5 6

Sekil 1. IBV genomu (Jackwood & de Wit, 2020)

Popiilasyon genetigi agisindan degerlendirildiginde popiilasyonlarin genetik
yapilarmin sekillenmesinde mutasyon, rekombinasyon, dogal seleksiyon, genetik
stiriklenme ve migrasyon gibi evrimsel olgular biiyiik rol oynamaktadir. Bu ve benzeri
olgular RNA viruslarinin evrimini anlamak igin vazge¢ilmezdir (Moya, Holmes, &
Gonzalez-Candelas, 2004). IBV’nin evrimi kompleks ancak az aydinlatilmig bir siirectir.
Ancak yakin zamanda yapilan ¢alismalar bazi 3 dnemli faktoriin bu siiregte dnemli rol
oynadigin1 gostermektedir. 1. RNA polimeraz proofreading 6zelliginin bulunmamasi
nedeniyle RNA genomunda replikasyon hatalarina bagli mutasyonlarin 10™ diizeyinde
meydana gelmesi 2. Farkli IBV suslari ile formiile edilmis canli ve ¢gogunlukla multiple
attenlie asilarin yaygin kullanimi ile meydana gelen etkilesimler 3. Farkli tavuk
popiilasyonlarinda viruslarin karsilagtigi farkli immun sistem baskilart (Montassier,

2010).



IBV ve diger bircok RNA viruslarinin genomlarinda transkripsiyon sirasinda
gerceklesen yiiksek hata orami dikkati ¢ekmektedir (Lai & Cavanagh, 1997). Yeni
varyantlarin olugmasini saglayan bu durum konakgida birgok viral genotipin ayni anda
sirkiilasyona ugramasina ve virusa ait konak¢ida farkli seviyelerde uyum o6zelliklerinin
gelismesine neden olmaktadir (Quasispecies fenomeni) (Domingo et al., 1985). Bu
durum virusun evrimi ve persistensinin degerlendirilmesinde dnemlidir ve dogada yeni
varyantlarin silirekli ortaya c¢ikmasina ve viruslarin konak¢inin immun sisteminden
kagmalar1 i¢in mekanizmalar gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir (Montassier, 2010).
Bu baglamda IBV siirekli evrimlesmekte ve yeni antijenik ve/veya patotip varyantlar
tiretmektedir (Lee, 2002). Bu olgunun 6nemini vurgulamak amaciyla bir 6rnek vermek
gerekirse IBV nin ilk izole edildigi 1930’lardan giinlimiize 50’nin iizerinde farkli serotip
bulunmustur (de Wit, Cook, & Van der Heijden, 2011; Jackwood, 2012).

IBV izolatlarimin ayrilabilmesi ve siniflandirilabilmesi iki ana test tiirline
dayanmaktadir: 1. Fonksiyonel veya biyolojik testler ve 2. Fonksiyonel olmayan testler.
Fonksiyonel smiflandirma ile viral izolatlar immiinotipler, protektotipler ve serotipler
olarak gruplandirilabilirken, fonksiyonel olmayan testler, farkli genotiplerin belirlendigi
S genindeki dizi varyasyonlarina dayanir. Immiinotip veya protektotip siniflandirma ¢ok
onemlidir ¢linkii as1 suslarinin koruyucu etkinligi hakkinda bilgi saglar (de Wit, 2000).
Ancak giiniimiizde S proteinin sekansina dayali olan genotipik siniflandirmanin daha
uygun oldugu bildirilmekte olup bu yontem yaygin sekilde kullanilmaktadir. Serotip
simiflandirmas:  virusun nétralize edici antikorlarla muamelesi islemi, genotipik
siiflandirma ise S1 proteinine ait sekansin degerlendirilmesi ile karakterizedir. Her
zaman gecerli bir kural olmamakla birlikte, S1 proteini baz alinarak yapilan dizileme
islemi sonucunda %90 iizerinde aminoasit benzerligi olan genotipler serolojik olarak
yakindir (Jackwood & de Wit, 2013).

Virusun serotiplendirilmesinde, virus nétralizasyon (VN) veya hemagliitinasyon-
inhibisyon (HI) testleri kullanilabilir. VN bilinen suslara karsilik bilinmeyen virus
antiserumunun tepkisinin degerlendirilmesine dayanan ve serotip-spesifik antikorlarin
kullanildig1 konvansiyonel bir yontemdir. Bazi laboratuvarlar ELISA, indirekt

immunoflouresans testi veya VN testi gibi yontemlerde bu monoklonal antikorlari
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kullanmaktadir. Ancak bu antikorlar sadece az sayida serotip i¢in mevcuttur (de Wit,
2000; Karaca, Nagi, & Gelb Jr, 1992). Sus smiflandirilmasinda kullanilan diger bir
yontem de HI’dir. Ancak bir¢ok IBV susu spontan olarak hemaglutinasyon (HA)
gostermez ve HA aktivitesi i¢in neurominidase ile muamele edilmesi gerekir (Ruano, El-
Attrache, & Villegas, 2000). Giinimiizde bir¢cok laboratuvar ise IBV suslarimin
karakterize  edilmesinde niikleik asit tabanli  genotiplendirme yaklagimini
benimsemektedir. Bu amagla S1 geni ya da S1 genine ait ¢ok degisken bdlgenin
amplifiye edilmesi i¢in Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) ve bunu takiben yaygin
olarak niikleik asit dizilemesi (Lee, Hilt, & Jackwood, 2003; Worthington, Currie, &
Jones, 2008) veya daha az olarak Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Restriction
Fragment Length Polymorphism: RFLP) analizi tercih edilmektedir (Kwon, Jackwood,
& Gelb Jr, 1993). Birgok sus i¢in tiim genom sekansi yayinlanmistir ve tiim diinyadan
farkli IBV suslarina ait yapisal protein gen sekanslari Genbank veritabaninda
sunulmustur (Jackwood & de Wit, 2013).

Uzun yillar boyunca IBV suslarmin isimlendirilmesinin standardizasyonunda
eksiklikler mevcut olmakla birlikte son yillarda arasgtirmacilar Cavanagh (2001)’mn
onerdigi sistemi kullanmaktadir. Temelde IBV suslarinin tanimlanmasinda kullanilan
diizen su sekildedir: [BV/kanatli tipi/kdken aldigi iilke/genotip veya serotip/sus
ismi/izolasyon yili. Genellikle IBV yazis1 ve kanatli tipi (tavuktan izole edilen bir izolat
oldugu gbz Oniinde bulundurulursa) kullanilmaz ancak izolat bir tavuktan elde
edilmemigse bu bilgiyi eklemek dnemlidir. Bu baglamda verilebilecek bazi 6rnek virus
isimleri su sekildedir: US/Ark/arkdpi/81, US/Mass/Mass41/41, Italy/Italy-02/497/02,
China/LX4/QX/99 ve I1BV/Pheasant/UK/24/B171-3/99 (Jackwood & de Wit, 2013).

Filogenetik analizler ve Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
yardimiyla S1 protein sekansinin karsilagtirllmast  sonucunda bir¢ok genotip
tanimlanmistir. Bu genotipler arasinda genellikle %10 ve iizeri farkliliklarin olusu
koruyuculukla ilgili 6nemli olarak degerlendirilmektedir. Ancak istisnalar da mevcuttur
(Jackwood et al., 2007; Lee et al., 2003). Ornegin US/Conn/Conn46/51 ve
US/FL/FL18288/71 suslar1 farkli genotiplerdir ancak bunlarin S1 proteinleri yalnizca
%6,2 oraninda farklilik gostermektedir. Benzer sekilde, D274 izolat1 ile % 97 civarinda
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benzerlik tasiyan birka¢ izolat, serum VN testlerinde farkli serotiplere ait olarak
tamimlanmistir (Cavanagh et al., 1992). Bu sonuglar ve VN testi ile farki ortaya
konulamayan ancak genetik olarak farkli oldugu bilinen suslara ait sekanslar, olduk¢a az
sayida niikleotid degisikliginin S1 proteininde yer alan nétralizasyon epitoplarinin
konformasyonel olarak degisiminde etkili olabilecegini gostermektedir (Kant et al.,
1992). Calismalar suslar arasindaki ¢apraz koruma derecesinin bu suslara ait S1
sekanslarindaki farkliligin artmasiyla diistiiglinii gostermektedir (Cavanagh, Elus, &
Cook, 1997; Ladman, Loupos, & Gelb Jr, 2006).

IBV i¢in tam S1 dizisinin ¢esitliligine dayali yeni bir smiflandirma sistemi
Onerilmistir. Bu sistem, 35 genetik soydan olusan yedi genotipin (GI-GVII) ve ayni
zamanda soylar arasi rekombinantlarin varligin1 ortaya ¢ikarmistir. Genotip GI, 29
genetik soy igerirken, diger genotiplerin her biri yalnizca bir soy igerir. Massachusetts
(Mass) tipi GI-1, 4/91 tipi GI-13, D274 tipi ise GI-12 soyuna aittir. GI-23 soyu, Orta
Dogu’da sirkiile eden IBV varyantlarini igerir (Houta et al., 2021; Valastro et al., 2016).

Patolojik etkileri degerlendirildiginde IBV’nin kanatli sektoriinde tek basina ¢ok
onemli ekonomik kayiplara yol agtig1 goriilmektedir (Cavanagh, 2007). IBV’nin 6nemi,
S proteinine ait genetik varyasyonun ve dolayisiyla buna bagli olarak gelisen ¢ok yiiksek
antijenik varyasyonun yarim yiizyil once fark edilmesiyle olduk¢a artmistir. Meydana
gelen genetik varyasyonlar delesyon ve insersiyon gibi nokta mutasyonlar ve bazi
durumlarda rekombinasyonlar1 igermektedir. Bu genetik varyasyonlar dogada stirekli
olarak meydana gelmekte ve patotipleri ve immunotipleri igeren ¢oklu fenotiplerin
olugsmasina neden olmaktadir (Cavanagh & Nagi, 2003).

Molekiiler caligmalar, S1 proteininde meydana gelen ¢ok az sayida bir degisimin,
virus genomunun geriye kalan biiylik boliimii higbir degisiklige ugramamasina ragmen,
yeni serotip ya da varyantlarin ortaya ¢ikabilmesi icin yeterli oldugunu gostermistir
(Cavanagh, 2007). Bu durumun meydana gelmesinde yaygin asi kullanimi nedeniyle
meydana gelen immunolojik baski, miks enfeksiyonlardaki rekombinasyon olasiligi ve
asilama ile yaygin serotiplerin azalmasi ancak bunun bir sonucu olarak yeni saha
suslarinin ortaya ¢ikmasi gibi faktorler yer almaktadir (Lee, 2002; Liu et al., 2006).
Asilanan tavuklardan izole edilen IBV’ye ait S1 glikoproteininin ¢ok degisken
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bolgelerinde meydana gelen evrim ve mutasyon oranlari sirasiyla %2,5 ve %1,5’a
ulagsmigtir ancak yapilan asilama uygulamalariyla bu oranlarin degistigi ve hatta daha
diisiik seviyelere (%0,3) diistiigi gézlenmistir (Lee & Jackwood, 2001; McKinley, Hilt,
& Jackwood, 2008). IBV enfeksiyonlarina ait epidemiyolojik arastirmalarda elde edilen
sonuglara gore bir susun bir bdlgeden ya da bir iilkeden bir digerine yayilmasinda
kuslarin uygun olmayan kosullarda yapilan ticareti, vahsi kuslarin gocleri ve/veya
atteniie asilarin kullanimi rol oynamaktadir (Cavanagh, 2005; Liu et al., 2006).

IBV i¢in ideal koruma ydnetimi siki bir izolasyon, yiiksek biyogiivenlik ve
kiimeslerin, kiimes ve altlikla temas eden ekipmanlarin temizlik ve dezenfeksiyonunu
takiben giinliik civcivlerin kiimese alinmasi gibi uygulamalar1 igermektedir (Jackwood
& de Wit, 2013). Ancak ciftliklerde bulunan kiimes yogunlugu goéz Oniine alinirsa
IBV’ye karsi etkili bir korunmanin ¢ok zor oldugu ve biyogiivenlik yontemlerinin sinirli
bir etkisinin oldugu goriilmektedir (Cavanagh, 2007). IBV’nin ¢ok yiiksek derecede
enfeksiydz olmasindan dolay1r bronsite bagli olarak meydana gelebilecek {iretim
kayiplarinin engellenebilmesi i¢in immunizasyonun yaygin bir sekilde gergeklestirilmesi
gerekmektedir (Jackwood & de Wit, 2013). IBV tarafindan meydana getirilen
enfeksiyonun siddetinin ve meydana gelebilecek olasi kayiplarin degerlendirilmesinde,
enfeksiyon meydana geldiginde kiimesteki siiriiniin yas1 ve beslenme durumu ve benzeri
cevresel faktorler ve ayni zamanda virus susunun orijini de 6nemli bir yer tutmaktadir
(Cavanagh, 2007). Enfeksiyondan kurtulan ya da agilanmis olan tavuklar ayni virusla
enfekte olmaya karst direnglidir (homolog koruma). Ancak farkli IBV suslariyla
karsilasmada korunma durumuna (heterolog koruma) degisiklik gdsterebilmektedir
(Jackwood & de Wit, 2013).

Asilama programlarinin amaci izolatlara ait antijenik spektrumun belirli bir tilke
ya da bolgede korunmasidir. Bu amacla, Massachusetts serotipine ait Mass/Mass41/41
ve Mass/H120/55 suslar1 bir¢ok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir. Tek bir
serotipten olusan asilarin yeterli korumay1 saglamadigi durumlarda baska as1 serotipleri
programa dahil edilebilmektedir. IBV immunizasyonunda hem canli hem de inaktif virus
asilart kullanilmaktadir. Canli asilar et-tipi tavuklarda tercih edilmektedir. Baslangic

asilamasi olarak kuluckahanelerde 1 giinliik civcivlerde kullanilan bu asilar, damizlik ve
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yarkalarda immunizasyonu saglamak amaciyla uygulanmaktadir (Cavanagh, 2007
Jackwood & de Wit, 2013). Canli agilarda kullanilan IBV suslari, embriyolu yumurtada
gerceklestirilen bir dizi seri pasaj ve bazen de sicak uygulamasi kombinasyonuyla
atteniie edilmektedir (Bijlenga, Cook, Gelb Jr, & de Wit, 2004). immunojenisitedeki
diisiisleri engellemek amaciyla ¢ok genis pasajlamalardan kaginilmalidir. Atteniiasyonun
seviyesi ve stabilitesi genellikle asilar arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Ozellikle
yetersiz agilama programlariin bir sonucu olarak tavuklarda as1 viruslarinin virulansinin
arttigl goriilmekte ve bu da as1 uygulamalariyla birlikte degisebilen virulans ve
enfeksiyon potansiyelini gostermektedir (Jackwood & de Wit, 2013).

Ulkemizde Akan, Izgiir, & Sareyyiipoglu (2007) tarafindan broyler, broyler
damizlik ve yumurtaci tavuk kiimeslerinden alinan 6rnekler IBV varligi yoniinden RT-
PCR ve floresan antikor teknigi (FAT) ile karsilastirilmis ve sonug olarak RT-PCR’1n
daha giivenilir ve spesifik oldugu bulunmustur. Kahya, Coven, Temelli, Eyigor, & Carli
(2013) IBV’nin genetik karakterizasyonunu yapmis ve Tiirkiye’deki damizlik ve broyler
stiriilerinde 1S/1494/06 susunu tespit etmistir. Yilmaz et al. (2016) yaptig1 caligmada,
yumurtact tavuk ve broyler siiriilerden saptanan IBV izolatlarindan yapilan
genotiplendirme sonucunda broylerlerde %48,9 oraninda IS/1494/06 genotipi ve %17,2
oraninda H120 genotipi, yumurtacilarda ise 7 adet IBV izolatinin tiimiinii 4/91 genotipi
olarak belirlemislerdir. Ayn1 yil Aral (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada da
solunum sistemi problemi goriilen tavuk siiriilerinden elde edilen 41 IBV izolatinin 35
adedini 1S/1494/06 iliskili ve 6 adedini ise M4l1-iliskili olarak saptayarak IBV
sorunlarinin ¢ogunun Israel Var2 oldugunu desteklemislerdir.

IBV hala iilkemizde hem yumurtaci tavuklarda hem de broylerlerde 6nemli
verim digiikliiklerine neden olmakta dolayisiyla kanatli sektoriine pratikte ciddi
ekonomik kayiplar yasatmaktadir. IBV’ nin siirekli monitorize edilerek genotiplerinin
saptanmast bu virusun zaman icinde genetik yapisini degistirdigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda bir zorunluluktur. Bu nedenle S1-geni temelli genotiplendirme
calismalar1 sahada bu enfeksiyondan korunmayla ilgili mantikli as1 suglarinin se¢iminde

bize pratikte en yol gosterici olacaktir.
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2.2. Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV)

Infectious Laryngotrachetis (ILT), tavuklarda Infectious Laryngotracheitis
Virus’un (ILTV) neden oldugu bir solunum yolu hastaligidir. Bu virus ayn1 zamanda
Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) olarak da bilinmektedir (Garcia, Spatz, & Guy,
2013). Bu hastalik ilk olarak May & Tittsler (1925) tarafindan 1925 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde bildirilmistir. Bu hastalik baslangicta infectious bronchitis,
tracheolaryngitis, infectious tracheitis ve avian diphtheria olarak c¢esitli isimlerle
kullanilmis, 1931 yilinda Amerika Veteriner Hekimleri Birligi Kanatli Hastaliklar1 Ozel
Komitesi hastaligin adim1 “Infectious Laryngotracheitis” olarak degistirmistir (Cover,
1996). 1934 yilinda Brandly ve Bushnell virulent virusu kloakaya uygulayarak
tavuklarin immunizasyonu i¢in bir yontem gelistirmislerdir (Brandly & Bushnell, 1934).
ILT kanatlilarda etkili as1 gelistirilen ilk viral hastaliktir (Guy & Garcia, 2008).

ILTV, Herpesviridae ailesi i¢inde, Alphaherpesviridae alt ailesinde Iltovirus
genusunda smiflandirilmigtir (ICTV Taxonomy, 2015b). Virusun dogal konakgisi
tavuktur. Her yastaki kanatlilar duyarli olmasina ragmen hastaligin en karakteristik
belirtileri en erken ii¢ haftaliktan itibaren goriiliir (Dufour-Zavala, 2008). Virusun
siiliinlerde, siiliin-tavuk melezlerinde ve tavus kuslarinda da hastaliga neden oldugu
bildirilmistir (Crawshaw & Boycott, 1982). Embriyolu hindi ve tavuk yumurtalari
ILTV'ye karsi duyarh iken, ordek yumurtalart az duyarl, be¢ tavugu ve giivercin
yumurtalari ise direnglidir (Jordan, Evanson, & Bennett, 1967).

ILTV, tavuklarda oOnemli solunum yolu problemlerine yol acar. Klinik
semptomlar genellikle dogal enfeksiyondan 6-14 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir.
Hastaligin siddetli ve hafif olmak iizere iki klinik formu bulunmaktadir. Siddetli
epizootik formda kanli mukus atilimiyla birlikte belirgin dispne ve ortadan siddetliye
kadar degisen konjunktivitis tablosu goriilmiistiir (Garcia et al., 2013; Jordan, 1966).
ILT nin hafif enzootik formlar1 da Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda ve Amerika
Birlesik Devletleri’nin yogun kanatli yetistiriciligi yapilan bolgelerinde gozlenmistir.
Hafif enzootik formda goriilen klinik bulgular, depresyon, verim kaybi, azalan yumurta

tiretimi, hafif mukoid trakeitis, gézlerde sulanma, infraorbital siniislerde sigme, nasal
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akint1 ve hafif hemorajik konjunktivitis seklinde siralanabilir (Cover & Benton, 1958;
Linares, Bickford, Cooper, Charlton, & Woolcock, 1994; Seddon, 1935; Sellers et al.,
2004; Timurkaan, Yilmaz, Bulut, Ozer, & Bolat, 2003). Buna ek olarak Uluslararasi
Hayvan Sagligi Organizasyonunda (World Organisation for Animal Health: OIE)
yapilan siniflandirmaya gore hastalik perakut, subakut ve kronik olmak iizere ii¢ ayri
formda incelenmektedir (OIE, 2018b).

ILTV ile enfekte olmus tavuklarda konjunktiva ve solunum sistemi boyunca
gross lezyonlar bulunabilir, fakat en ¢ok larinks ve trakeada goézlenir. Trakeal ve
laringeal dokulardaki degisiklikler sadece yogun mukusun goriildiigli hafif seyirde veya
hemoraji ve/veya difterik degisikliklerin oldugu siddetli seyirde goriilebilir. Siddetli
formlarda, enfeksiyonun erken déneminde mukoid inflamasyon ile dejenerasyon ve
nekroz, ge¢ doneminde hemoraji goriiliir. Difterik degisiklikler yaygindir ve trakea
boyunca uzanan mukoid dokiintiiler olarak goriilebilir. Baz1 olgularda trakeal bosluktaki
ciddi hemorajiler kan dokiintiileri ile sonug¢lanabilir ya da mukus ve nekrotik dokuda kan
bulunabilir. Inflamasyon akcigerlerdeki bronglar ve hava keselerine kadar gidebilir.
Hastaligin hafif formlarinda, trakeadaki gross lezyonlar, larinks ve iist trakeada bulunan
degisen derecelerde hemoraji ile birlikte orta derecede mukoid trakeitis icerebilir (Garcia
etal., 2013).

Enfeksiyonun seyri lezyonlarin siddetine gore degismektedir. Genel olarak,
dogal salginlarda bir¢ok tavuk 10-14 giinde iyilesir, ancak iyilegsmenin ii¢ haftay1 astig
da bildirilmistir (Jordan, 1966). ILTV'nin konak¢iya girisi iist solunum ve okiiler
yollarla olur (Jordan et al., 1967). Dis ortamda bulunan virusun yumurtaya bulagmasi
veya bir yumurtadan digerine gecisi heniliz kanmitlanmamistir. Direkt bulagma akut
enfekte hayvanlarda klinik olarak iyilesmis tasiyict hayvanlara gore daha kolay
gerceklesir (Garcia et al., 2013). Siddetli epizootik formda morbidite yiliksek iken (%90-
100), mortalite genellikle %10-20 diizeylerindedir (Jordan, 1966). Hafif enzootik formda
morbidite %5’e, mortalite % 0,1-2’ye diismektedir (Linares et al., 1994; Seddon, 1935;
Sellers et al., 2004).

Canli atteniie asilarla asilanmis veya hastaligi atlatan kanatlilar, virusu latent

olarak tagimaktadir ve virus etkeni kendiliginden veya siiriinlin stres kosullarina maruz
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kalmasiyla birlikte tekrar aktif hale gelebilir (Bagust, 1986; Hughes, Gaskell, Jones,
Bradbury, & Jordan, 1989). Virusun yeniden aktive olmasiyla birlikte kanatlilar arasinda
direkt bulasma meydana gelir ve hastalik duyarli kanatlilarda yeniden ortaya ¢ikar
(Hughes, Gaskell, Bradbury, Jordan, & Jones, 1991). indirekt bulasma, kontamine olmus
ekipmanlar, personel kiyafetleri ve ayakkabilar, kontamine ¢Op, giibre ve enfekte
karkaslar ile gergeklesir. Aile isletmelerinde, hastaligi atlatan tavuklar biiyiik oranda
virusu latent olarak tasidiklarindan dolay1 ticari kiimesler i¢in virus kaynagini
olusturmaktadir  (Dufour-Zavala, 2008). Enfeksiyonun ortaya ¢ikisinda aile
isletmelerinde bulunan kiimesler ve asilanmis olan kanatlilarin yani sira sahada virulens
Ozelligini tekrar kazanmis olan as1 suslar1 da biiyiik rol oynamaktadir (Garcia et al.,
2013).

ILTV mofolojik olarak Herpesvirus simplex’e benzeyen, ikosahedral simetri
gosteren niikleokapside sahip zarfli bir virustur (Watrach, Hanson, & Watrach, 1963).
Hekzagonal kapsomerlerden olusan niikleokapsid 80-100 nm capindadir. Tiim virus
partikiilii, niikleokapsidi saran diizensiz yapidaki zarf ile birlikte 195-250 nm ¢apindadir.
Niikleokapsid ile zarf arasindaki bolgede proteinlerden olugsmus bir tegliment tabakasi
bulunur (Cruickshank, Berry, & Hay, 1963; Watrach et al., 1963). Zarfin yiizeyinde
glikoprotein yapida ¢ikintilar bulunmaktadir. Virus, sitoplazmanin trans-Golgi
bolgesinde iken, tegiiment materyali ve ikincil katlanma ile olgun kapsidler olusur.
Olgun virionlar ekzositozis ile hiicrelerden salinir (Fuchs et al., 2007).

ILTV’ye ait termostabilite ¢aligmalar1 taze ve kurutulmus trakeal eksudatlar,
karkaslardan alinan trakealar, koryoallantoik membranlar (CAM) ve gliserol ve niitrient
brothta sulandirilmis virus siispansiyonu kullanilarak gergeklestirilmistir (Jordan, 1966).
ILTV trakeal eksudatlarda ve tavuk karkaslarinda, 13-23°C’de 10-100 giin enfektif
ozelligini korumustur. Ancak, ILTV, enfektivitesini 55-56°C 1s1da 15-60 dakikada veya
38°C 1s1da 48 saatte hizli bir sekilde kaybetmektedir (Garcia et al., 2013). Jordan et al.
(1967) virusun 1s18a kars1 dayaniksiz oldugunu, 11-24,5 °C araliginda dort giin boyunca
nemli ¢oplerde ve 20 giin boyunca kuru ¢oplerde, 11-19,5 °C araliginda ii¢ giin boyunca
diskida varligimi siirdiirebildigini bildirmistir. Virus zarfli oldugu i¢in kloroform ve eter

gibi lipolitik solventlere karsi duyarlidir ve genel dezenfektanlar tarafindan kolayca
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tahrip edilebilir. Virus laboratuvar kosullarinda %5 fenol, %3 krezol veya %1 sodyum
hidroksit ¢ozeltileri ile bir dakikadan daha kisa siirede inaktive edilebilir. Ortamda
organik madde varlig1 ILTV nin dezenfektanlar tarafindan inaktive edilmesini zorlastirir
(Garcia et al., 2013). Tavuk iftliklerinde, ekipmanlara %5’lik hidrojen peroksit
dumanlanmasi ile dezenfeksiyonun etkinligi arttirtlmigtir (Neighbor et al., 1994).

ILTV genomu, linear, ¢ift iplik¢ikli, yaklasik 155 kb molekiiler agirliga sahip bir
DNA’dan olusmaktadir. Bu genom, benzersiz uzun bolge (Unique long: U), benzersiz
kisa bolge (Unique short: Us) ve Us kismina katlanan iki ters (inverted) tekrar
bolgesinden (Internal repeat: IR; Terminal Repeat: TR) olusur (Sekil 2) (Fuchs et al.,
2007; Johnson, Prideaux, Kongsuwan, Sheppard, & Fahey, 1991). Son yillarda ILTV
genomlarina ait karsilagtirmali sekans analizleri hem as1 suslari hem de virulent suslar
icin gergeklestirilmistir. ILTV tiim genom diziliminin ortaya ¢ikarilmasi, farkli suslarin
genomik  boliimlerinin  ayn1  anda degerlendirilmesi ve karsilastirilmasiyla
gerceklesmistir. Bu baglamda ILTV genomuna ait ilk tim genom sekansi 2006 yilinda
Thureen & Keeler (2006) tarafindan yayimlanmig olup alti farkli laboratuvarda
gerceklestirilen ve farkli suslarin genomik dizilerinin degerlendirilmesi ile elde edilen
analiz sonuglarini icermektedir. Bu genom dizisi 148,687 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir
ve genomdaki G/C oram1 %48,2°dir. Belirlenen toplam 79 agik okunabilir bdlgeden
(Open reading frame: ORF), 64 adedi U, bolgesinde, 8 adedi Us bolgesinde, 6 adedi IR
bolgesinde ve 1 adedi Us /TRs bolgesinde yer almaktadir. Iltovirus icin spesifik olan 8
ORF (A, B, C, D, E, F, U -0 ve U_-1) disinda geriye kalan ORF’lerin biiyiikk ¢ogunlugu
diger Alphaherpesvirus genlerine homologtur. Diger alphaherpesviruslar gibi ILTV de
ti¢ viral DNA replikasyonu orijini igermektedir. Bu replikasyon orijinlerinden OriL, U
bolgesinde yer alirken; diploid olan OriS ise tekrar bolgelerine dahildir (Garcia et al.,
2013).
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Sekil 2. ILTV genomu (Fuchs et al., 2007)

Transkripsiyon diizenleyici protein (transcriptional regulatory protein) veya diger
adiyla ICP4 replikasyon siklusunun baslamasindan once firetilir. Bu gen enfeksiyon
siirecinde herpesviruslarin erken ve ge¢ genlerinin ekspresyonunu diizenlemekten
sorumludur. ICP4 proteinini kodlayan ORF 4386 niikleotid igerir. Bu bdlge
alphaherpesviruslar arasinda korunmus olarak bildirilmis olan yiiksek derecede homoloji
gosteren iki alana sahiptir (Chang, Lee, Shien, & Shieh, 1997; Johnson, Tyack,
Prideaux, Kongsuwan, & Sheppard, 1995). UL23 bolgesinde yer alan tam TK geninin
dizilenmesi ile diisiik ve yiiksek virulensli ILTV lerin ayirimi yapilabilmektedir (Griffin
& Boursnell, 1990; Han & Kim, 2001).

Virus tavuk embriyosu karacigeri, bobregi ya da tavuk bobregine ait hiicre
kiiltiirlerinden izole edilebilir (Chang, Yates, Dardiri, & Fry, 1960; McNulty, Allan, &
McCracken, 1985; Van Kammen & Spradbrow, 1976). Bunlar arasinda en duyarli olan1
monolayer embriyo karaciger hiicreleridir (Hughes & Jones, 1988). Virus ayn1 zamanda
10-12 giinlik SPF ETY’lerinin CAM’inda da gelisebilir (Jordan, 1964). ILTV trakeal
eksudatin elektron mikroskobuyla direkt olarak incelenmesiyle de teshis edilebilir (Van
Kammen & Spradbrow, 1976). Viral antijenler ayn1 zamanda immunoflouresans, ELISA
ya da VN yontemleriyle de belirlenebilir (Braune & Gentry, 1965; Wilks & Kogan,
1979; York & Fahey, 1988). Histopatolojik incelemede ise herpesvirus igin tipik olan

intraniikleer inkliizyonlar ve sinsityal hiicre formasyonu bu virusta da gorilmektedir
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(Armstrong, 1959; Pirozok, Helmboldt, & Jungherr, 1957). PCR metodu ile ILTV nin
saptanmasinin genel olarak virus izolasyonuna gore c¢ok daha duyarli oldugu
bildirilmistir (Williams, Savage, & Jones, 1994; Alexander & Nagy, 1997; Keam, York,
Sheppard, & Fahey, 1991; McNulty et al., 1985).Virus izolasyonu ve ELISA’nin negatif
oldugu durumlarda dot-blot hibridizasyon testi ve PCR yoOntemleri virusun
saptanmasinda yiiksek duyarlilik gostermektedir (Keam et al., 1991). Humberd, Garcia,
Riblet, Resurreccion, & Brown (2002) Nested-PCR yontemini kullanarak etken
DNA’smin formalin ile fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokulardan sinsityal
hiicreler ve intraniikleer inkliizyonlarin ya da her ikisinin varligindan bagimsiz olarak
saptanabilecegini gostermistir. PCR temelli yontemler 6zellikle adenoviruslar gibi diger
kontaminant viruslarin da varliginin oldugu durumlarda da etkili bir yontem olarak
dikkati ¢ekmektedir (Williams et al., 1994). Alexander & Nagy (1997) enfeksiyon
fazinin ortasindan sonuna kadar olan siiregte PCR ve virus izolasyonu yontemlerinin
duyarlilik bakimindan benzer olduklarini ancak PCR’1n iyilesme fazinda ¢ok daha iistiin
oldugunu gostermigstir. Tek veya coklu viral genlerin ya da genom bolgelerinin PCR-
RFLP analizi bir iilke ya da bolgedeki farkli suslarin karakterizasyonlarinin
yapilabilmesine olanak saglamistir (Chang et al., 1997). Bu baglamda yapilan birgok
calisma bazi saha suslarmin asi suslariyla olduk¢a yakin iligkili oldugunu hatta bu
suslardan koken aldigin1 ve bazilarimin ise gergek yabanil tip (wild type) olduklarini
gostermistir (Ojkic et al., 2006). Farkli arastirmacilar tarafindan virusa ait yapilan
genetik incelemelerde yaygin olarak kullanilan genler ICP4, TK, glikoprotein G (gG),
glikoprotein E (gE) ve UL47’dir (Han & Kim, 2001; Humberd et al., 2002; Ojkic et al.,
2006; Oldoni & Garcia, 2007). PCR-RFLP’nin yanisira rPCR ve niikleotid sekans
analizleri de teshiste etkili bir bigimde kullanilabilmektedir (OIE, 2018b).

ILT salginlarinin kontrol altina alinmasindaki en etkili yaklagim, ¢ok hizl
gergeklestirilen teshis, uygun bir as1 programinin olusturulmasi ve virus sagiliminin
devaminin engellenmesi basamaklarindan olusan prosediiriin koordineli bir sekilde
gerceklestirilebilmesidir. Bu amagla yapilan asilama hem virus saciliminin
siirlanabilmesi hem de hastaligin seyri bakimindan 6nem arz etmektedir. ILT i¢in

yapilan asilama genellikle hastaligin endemik oldugu bolgelerde yapilmaktadir. Bunun
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nedeni ise virusun ganglialarda latent bir faza gecebilme kabiliyetinden dolay1 hastaligi
tagiyict kanatlilarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmesidir. Ayrica kullanilan asilarin
bizzat kendileri diisiik seviyede patojeniktir ve ekonomik yonden 6nemli performans
Ozelliklerinde (bliylime, yemden yararlanma vb.) diislislere neden olabilmektedir
(Hidalgo, 2003). Guy, Barnes, & Smith (1991) sahada kanathilar arasinda bulasma
meydana gelirken olugsan mutasyonlar sonucu virulensin arttigini bildirmistir. Buna
karsin, Keeler Jr, Hazel, Hastings, & Rosenberger (1993) ILTV as1 suslarinin genetik
olarak stabil oldugunu ileri siirmiistiir. Ancak, farkli yaslarda ve dolayisiyla farkl
immun durumlarima sahip tavuklardan olusan kiimeslerde eksik atteniie edilmis modifiye
canli ILTV agilar1 klinik olarak oldukga siddetli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da neden
olabilir.

Genel anlamda iki farkli canli atteniie ILT asis1 vardir. Atteniie canli ILT asilar1
virulent virusun hiicre kiiltiirlerinde (tissue culture origin: TCO) ya da ETY de (chicken
embryo origin: CEO) ¢ok sayida ardigik pasajlamalarla gelistirilmistir (Gelenczei &
Marty, 1965; Samberg, Cuperstein, Bendheim, & Aronovici, 1971). Elde edilen bu asilar
diinya genelinde ticari kanatli kiimeslerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Coppo,
Noormohammadi, Browning, & Devlin, 2013). ETY’de multiple pasajlarla atteniie
edilmis asilar yliksek etkinlige sahiptir. Ancak genellikle bu asilarin kullanimi diistik
performans ve yiiksek kiimes dig1 birakma oranlari ile iliskilendirilmistir (Samberg et al.,
1971). Broylerler genellikle CEO agilar ile sadece bir salgin yasandiginda igme suyuna
eklenerek asilanmaktadir. CEO as1 suslar1 ile ILTV saha suslarinin ayrimi da oldukca
zordur. TCO asilar1 daha yiiksek atteniiasyon seviyelerine sahip olmasi ve diisiik
immunojenik olmalar1 nedeniyle genellikle daha az koruma saglamaktadir (Hidalgo,
2003). Bu canli atteniie ILT asilar infraorbital siniis ve intranasal bolgelere uygulama,
goze damlatma ve i¢gme suyuyla alim gibi farkli sekillerde uygulandiginda immunite
saglamaktadir (Benton, Cover, & Greene, 1958; Samberg et al.,, 1971; Shibley,
Luginbuhl, & Helmboldt, 1962; Sinkovic & Hunt, 1968). Ancak ILT asilariin géze
damlatma metoduyla uygulanmasi su veya sprey uygulamalarmma gore daha yiiksek

koruma saglamaktadir (Fulton, Schrader, & Will, 2000). Bir¢ok as1 géze damlatma
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yontemiyle uygulandiginda ilk asilamadan sonra daha diisitk mikroskobik lezyon skoru
ortalamalar1 ve yiiksek ELISA titreleri gostermektedir (Hidalgo, 2003).

Son yillarda, asilanan kuglarda koruyucu immun yanit gelisimini saglayan, ILTV
glikoproteinlerini eksprese eden hindi herpesvirusu (herpesvirus of turkey: HVT) veya
fowlpoxvirus (FPV) kullanilarak iiretilen rekombinant asilar gelistirilmistir (Johnson et
al., 2010; Vagnozzi, Zavala, Riblet, Mundt, & Garcia, 2012). Lee et al. (2012) tarafindan
yapilan caligmalarla as1 ve saha suglarina ait tiim genom sekans analizlerinden elde
edilen yeni kanitlar, sahadaki attenlie asilar arasindaki spontan ve dogal
rekombinasyonlarin yaygin hastaliklara neden olabilen yeni virulent suslarin ortaya
¢ikmasiyla sonuglanabildigini gostermektedir. Lee et al. (2012) tarafindan yapilan bu
calisma canli atteniie asilar arasindaki rekombinasyonlarin sahada meydana gelen
virulens kazanimiyla iliskilendirilebilecegini gosteren literatlirdeki ilk ¢alisma olmustur.
Elde edilen sonuglar ayn1 zamanda ILT agilarinin giivenli bir sekilde kullanimiyla ilgili
sorgulamalara yol agmis ve kullanimda ya da gelistirilme asamasinda olan canli
herpesvirus asilarinin mevcut durumunun revize edilmesine neden olmustur (Coppo et
al., 2013).

Ulkemizde farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarla 1990’11 yillara
kadar ILTV’nin goriilme sikligimin oldukga diisiik oldugu ve kanath sektoriinde kayda
deger bir sorun yaratmadigi bildirilmistir (Ozdemir, 2007). Ik kez, Giilagt1 ve ark.
(2007) (Gulacti, Eroksuz, Bulut, & Ceribasi, 2007) yumurtaci tavuklardan alinan trakeal
orneklerin 9’undan PCR ile ILTV bulmuslardir. Ozdemir (2007), broyler ve yumurtact
tavuk kiimeslerinden alinan trakeal orneklerden PCR ve ELISA ile ILTV varligm
bildirmistir. Yavuz, Ozdemir, Aras, & Terzi (2018), yumurtaci tavuklardan alinan
orneklerden immunohistokimyasal ve PCR yontemleri ile ILTV’yi tespit etmislerdir.
Kaya & Akan (2018) tarafindan Tirkiye’de ilk kez broyler damizliklarda ILTV
bildirilmistir.

ILTV ve yol acgtigr ILT diinya genelinde oldugu gibi Tirkiye’de de kanath
sektoriinde 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Ozellikle Tiirkiye’de bu virusa ait
serolojik temelli caligmalar yapilmis olmakla birlikte genetik karakterizasyonunun

belirlenmesi amaciyla yapilan arastirma sayisi olduk¢a azdir. ILTV ile ilgili genom
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diizeyinde yapilan ¢alismalar hem konvansiyonel yontemlerle olduk¢a zor olan saha
susu/ast susu ayriminin yapilabilmesine hem de rekombinant asilarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tanimlanabilmesine ve dolayisiyla uygulanan asilarin giivenilirliginin
degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Bu nedenle Tiirkiye’de bu virusa ait genomik
calismalar biiyilk 6nem arz etmektedir ve bu caligmalarla hem mevcut suslarin
karakterizasyonu hem de mutasyonlarla olusabilecek yeni varyantlarin tanimlanabilmesi

miimkiin olacaktir.
2.3. Avian Metapneumovirus (aMPV)

Tavuk ve hindilerde oldukga bulasici olan Avian Metapneumovirus (aMPV),
akut seyreden ist solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olmaktadir (OIE, 2018e).
Hastalik hindilerde Hindi Rhinotrakeitisi (Turkey Rhinotracheitis: TRT), tavuklarda Sis
Kafa Sendromu (Swollen Head Syndrome: SHS) olarak da adlandirilmistir. Bu hastaliga
ait ilk bildirim 1978 yilinda Giiney Afrika’daki hindilerde (Buys, 1980) ve daha sonra da
tavuklarda (Buys, Du Preez, & Els, 1989b) yapilmistir. Birkag¢ yil sonra Fransa’da
benzer klinik bulgular1 olan bir hastalik bildirilmistir (Giraud, Bennejean, Guittet, &
Toquin, 1986). 1985 yilinda ise Birlesik Krallik’da ilk virus izolasyonu gergeklesmis
McDougall & Cook (1986) ve Cavanagh & Barrett (1988) tarafindan pneumovirus
olarak karakterize edilmistir. Bu virusun neden oldugu hastalik daha sonrasinda Ispanya
(Anon, 1985), Almanya (Hafez & Woernle, 1989) ve Italya’min (Fabris & D'aprile,
1990) da i¢inde oldugu birgok Avrupa iilkesine hizli bir sekilde yayilmistir. Gliniimiizde
enfeksiyonun tiim diinyada yaygin oldugu bilinmektedir (Cecchinato, Ferreira, Munir, &
Catelli, 2016; Jones & Rautenschlein, 2013). Avustralya disindaki biiyiik kanatl
isletmelerinin oldugu tiim tilkelerde aMPV enfeksiyonunun varligi bildirilmistir (Jones
& Rautenschlein, 2013).

aMPV, Mononegavirales sinifindaki Pneumoviridae ailesinde Metapneumovirus
genusu i¢inde siniflandirilmigtir (ICTV Taxonomy, 2015a). aMPV enfeksiyonuna
duyarli en 6nemli iki tiir tavuklar ve hindilerdir (Cook, 2000a). Siiliin (Gough, Collins,
Cox, & Chettle, 1988), be¢ tavuklar: (Picault et al., 1987), deve kusu (Cadman, Kelly,
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Zhou, Davelaar, & Mason, 1994), Muscovy ve Pekin 6rdeklerinde (Toquin, Bayon-
Auboyer, Eterradossi, Jestin, & Morin, 1999) de aMPV enfeksiyonlart bildirilmistir.

aMPV, solunum sistemi ve genital sistemin epitel hiicrelerinde replike olur
(Catelli et al., 1998; Jirjis, Noll, Halvorson, Nagaraja, & Shaw, 2001; Jones, Williams,
Baxter-Jones, Savage, & Wilding, 1988). Hindi ve tavuklarda bu virusun en fazla
tiredigi bolgeler, nasal dokular ve trakea olmakla birlikte az da olsa akciger ve hava
keselerinde de goriilebildigi bildirilmistir (Cook, 2000a). Virus replikasyonu siliar
hiicrelerin kaybina yol agarak konakc¢iyr sekonder etkenlere karsi savunmasiz hale
getirir. Sekonder bakteriyel ve viral enfeksiyonlar hastaligin siddetini artirarak 6lim
oranini yiikseltebilir (Chary, Rautenschlein, Njenga, & Sharma, 2002a; Chary,
Rautenschlein, & Sharma, 2002b; Jones & Rautenschlein, 2013). Hastalik her yastaki
hindilerde goriilebilir olmasina karsin broylerlerde ozellikle 28-42. giinler 6nem
tasimaktadir. Klinik bulgular apati, infraorbital ve periorbital siniislerin sismesi,
disoryantasyon, torticollis ve opistotonus ile karakterizedir. Hastalik ayni zamanda
yumurta veriminde ve kalitesinde diisiikliige sebep olmaktadir. Etkenin kiimeste
yayilimi ilk 9 giinde direkt temas yoluyla gerceklesmektedir. Vertikal yolla bulagma bu
hastalikta goriilmemektedir. Klinik belirtiler ve enfeksiyonun yayilmasi 2-4 saatte
meydana gelebilir. Mortalite %1-2’yi ge¢mezken morbidite %10’a ulasabilir (OIE,
2018e).

Elektron mikroskop analizleri aMPV’leri de igeren Pneumovirinae alt
familyasinin tiim iyelerinin yapisal olarak birbirlerine olduk¢a benzedigini ve hatta
diger bir familya olan Paramyxoviridae’ye ait viruslarla da ortak ozellikler tasidigini
gostermistir. Virionlar tipik olarak kiiresel yapida olup caplart 150 nm ile 200 nm
arasinda degisebilmektedir. Kiiresel yapinin yani sira uzun filamentoz sekilli varyantlar
da mevcuttur. Farkli seviyelerde pleomorfizm igeren filamentdz partikiillerin uzunlugu
400 nm’ye ulasabilir. Negatif anlamli olan virion lipid yapidaki bir zarf ile sarilmistir
(Bédchi & Howe, 1973; Broor & Bharaj, 2007; Joncas, Berthiaume, & Pavilanis, 1969).

aMPV, segmentsiz, tek iplik¢ikli ve yaklasik 14 kb biiyiikliiglinde RNA genomu
tasir (Collins & Gough, 1988). Bu genomda en az 9 polipeptidi kodlayan 8 adet gen

bulunmaktadir (Sekil 3). Bu viral genler 3’—5’ yoniinde sirasiyla; niikleoprotein (N),
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fosfoprotein (P), matriks protein (M), fiizyon proteini (F), ikinci matriks proteini (M2),
kiiciik hidrofobik protein (SH), yiizey glikoproteini (G) ve biiylik viral RNA-bagimli
RNA polimeraz (L)’dir (Ling, Easton, & Pringle, 1992). Yapisal olmayan proteinlerinin
(nonstructural proteins: NS1, NS2) bulunmamasi ve farkli gen diziliminden dolay1
memeli pneumoviruslarindan ayirt edilmektedir (Ling et al., 1992; Yu, Davis, Brown, &
Cavanagh, 1992). Viral zarfin yiizeyinde G, F ve SH glikoproteinleri bulunurken; helikal
simetrili niikleokapsidi ¢evreleyen M proteini, bu niikleokapsid ile zarf arasinda yer
almaktadir. N, P ve L proteinleri ise niikleokapsitte bulunmaktadir (Easton,
Domachowske, & Rosenberg, 2004). F proteini virusun penetrasyonunda goérev alir
(Seal, Sellers, & Meinersmann, 2000). SH proteininin hiicre membranina baglanma,
enfektivite ve matiirasyon i¢in zorunlu olmadigi bilinmektedir (de Graaf et al., 2013;
Karron et al., 1997; Naylor et al., 2004). G proteini ise hiicre membranina baglanmada
onemli rol oynamaktadir. Genomun yiiksek seviyelerde varyasyon gosteren bdlgesinde
bulunan G proteini aMPV’nin alt tipleri i¢in 6nemli bir belirleyicidir (Juhasz & Easton,
1994; Lwamba et al., 2005). F, G, M ve N genleri hedeflenerek gerceklestirilen
molekiiler yontemler, aMPV'nin saptanmas1 ve/veya genomik alt tiplerinin belirlenmesi
i¢in kullanilmaktadir (Bayon-Auboyer, Jestin, Toquin, Cherbonnel, & Eterradossi, 1999;
Cook & Cavanagh, 2002; OIE, 2018e). aMPV’ler monoklonal antikorlarin kullanimina
ve niikleotit dizi analizine gore A, B, C ve D olmak fizere 4 alt tipe ayrilmistir (Cook &
Cavanagh, 2002; Jones & Rautenschlein, 2013).

— - R , L

Sekil 3. aMPV genomu (Cook & Cavanagh, 2002)

Virusun basarili bir sekilde izole edilebilmesi icin ¢oklu teshis yaklagimlari
gerekmektedir. Bu yaklasimlar 6zellikle virusun farkli alt tipleri veya genotiplerinin
calisilacagt durumlarda Oonem kazanan degisik in vitro virus izolasyon metotlarini

icermektedir (OIE, 2018e).
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aMPV, hem hindilerde hem de tavuklarda, enfeksiyonun baslangicini takiben pik
titrelerinin  yaklasik 3-5 giin olarak belirlendigi ¢ok kisa bir zaman araliginda
bulunmaktadir (Catelli et al., 1998). Klinik belirtiler normalde enfeksiyondan 12-24 saat
sonra meydana gelir (Stuart, 1989). Virus izolasyonunun hastaligin ilk klinik belirtileri
gozlendiginde yapilmasi gerekliligi, sahada aMPV nin izolasyonunun ger¢eklesmesinde
onemli problemler yaratmaktadir (Cook & Cavanagh, 2002). Virus izolasyonu igin
klinik Orneklerin siniis ve nazal turbinantlardan enfeksiyonun en erken safhasinda
alinmas1 oldukc¢a Onemlidir. Virus, bu dokularda c¢ok kisa siirede bulundugu icin
enfeksiyonun ge¢ doneminde alinan 6rnekler virusun izolasyon sansini diistirmektedir.
Sekonder bakteriyel etkenlerin de katildigr siddetli klinik bulgular gosteren
hayvanlardan alinan 6rneklerden virus izolasyonu, biiyiik olasilikla basarisiz olmaktadir.
Bu durumda secilebilecek en iyi yontem enfeksiyonun baslangi¢ evresinde olan komsu
bir kiimesten 6rnek alinarak inceleme yapilmasidir (Cook & Cavanagh, 2002; OIE,
2018e). Virus izolasyonu i¢in nazal svablar ve eksudatlar, siniis ve turbinantlardan
kazintilar alinmakta, trakea ve akcigerlerden oOrneklemeler yapilmaktadir (Buys, Du
Preez, & Els, 1989a). Orneklerin hizl bir sekilde goénderilmesi gerektiginde, buz iginde
soguk zincir korunarak laboratuvara teslim edilmeli; 3 giinden fazla gecikmenin
yasanacagl durumlarda ise dondurularak gonderilmelidir. Doku 6rnegi veya nazal
eksudatlarin  %10’luk siispansiyonu, bakteriyel kontaminasyonu minimize etmek
amaciyla antibiyotik (100 IU/ml penisilin veya 100 mg/ml streptomisin) ilave edilen
tamponlanmis fosfat tuzu (phosphate buffered saline: PBS) veya brain heart infusion
broth kullanilarak hazirlanmalidir (Cook & Cavanagh, 2002).

aMPV’nin primer izolasyonu i¢in tavuk ve hindi kiimeslerinden alinan saha
materyalinden ETY nin sar1 kesesine veya tavuk ya da hindi trakeal organ kiiltiiriine
(TOK) inokulasyon yapilabilir (Buys et al., 1989a; McDougall & Cook, 1986;
Panigrahy, Senne, Pedersen, Gidlewski, & Edson, 2000). 6 giinlik ETY’nin sar
kesesine inokulasyon yapildiktan sonra allantoik sivi ve sar1 kesesi membrani 8 giin
sonra toplanir ve homojenize edilerek bir sonraki pasaj gergeklestirilir. Iki veya iic
pasajdan sonra, embriyolarda hemorajiler goriilebilir ve olimler meydana gelebilir.

Embriyoda lezyonlar goriildiiglinde, yumurta sivist VERO veya chicken embriyo
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fibroblast (CEF) gibi hiicre kiiltiirlerine inokiile edilebilir (Buys et al., 1989a; Panigrahy
et al., 2000).

Virus izole edildiginde hiicre kiiltiirlerinde tireme i¢in hazir hale gelir. Bu amagla
CEF, civciv embriyo cigeri (chicken embryo liver: CEL), Vero ve QT-35 hiicreleri
kullanilabilir (Buys et al., 1989a; Goyal et al., 2000; Panigrahy et al., 2000; Williams,
Savage, & Jones, 1991). Hiicre kiiltiirlinde pasajlar virusun hizli bir sekilde atteniie
olmasma yol acarken; TOK’da 100 pasaj sonunda dahi virulens kaybi olmadigi
bildirilmistir (Williams et al., 1991). Virus izolasyonu haricinde serum noétralizasyon,
ELISA, elektron mikroskobisi, immunoperoksidaz (IP), immunofloresan (IF) veya
immunogold teknikleriyle de aMPV teshis edilebilir (Cook & Cavanagh, 2002).

aMPV’nin teshisinde RT-PCR duyarli ve hizli bir metot olarak dikkati
¢cekmektedir. aMPV’nin saptanmasi i¢in F, M, N ve G genlerini hedefleyen RT-PCR
prosediirleri kullanilir. Bu RT-PCR prosediirleri genellikle alt tip spesifiktir ve hem
teshiste hem de endemik tiplerin belirlenmesinde basariyla kullanilmaktadir. Ancak,
aMPV’ler arasindaki molekiiler heterojenitenin, RT-PCR prosediirlerinin biitiin alt
tiplerin saptanmasindaki basariya sinirlandirmalar getirebilecegi de gz Oniine
alinmalidir. En uygun protokollerden birisi Bayon-Auboyer (Bayon-Auboyer et al.,
1999) tarafindan oOnerilen N geni dizilimini baz alinarak yapilan RT-PCR islemini
takiben pozitif olgulardan yapilan G geni odakli alt tip spesifik RT-PCR
karakterizasyonudur. N genine ait Nd/Nx oligoniikleotid ¢ifti aMPV amplifikasyonunda
basarili bir sekilde kullanilabilmektedir (Bdyon-Auboyer et al., 1999; Cook &
Cavanagh, 2002).

Virus hiicre kiiltiirlerinde veya TOK’da iiretildikten sonra RT-PCR ile kolayca
tespit edilebilir. aMPV’nin belirlenebilmesi amaciyla gergeklestirilecek olan RT-PCR
protokoliiniin basarili bir sekilde sonug¢landirilabilmesi i¢in 6rnek toplama biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu baglamda Orneklerin elde edildikleri anatomik bdlge ve niteligi
sonrasindaki reaksiyonlarin anlamli sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in kayda deger bir
etki gostermektedir (Cook & Cavanagh, 2002). Bu konuda birgok arastirmaci tarafindan
farkli yaklasimlarin benimsendigi goriilmektedir. Jing et al. (1993) deneysel olarak

olusturulan enfeksiyon sonrasi trakeal ve Ozefagal svaplar ile nazal ve trakeal
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dokulardan alinan 6rneklerden RNA ekstraksiyonu gerceklestirmistir. Ayn1 zamanda her
iki materyalden de enfeksiyonun 5. giiniine kadar yapilan virus izolasyonunda basarili
olmuslardir. Bayon-Auboyer et al. (1999) da benzer sekilde svablardan elde edilen
RNA’lardan basarili bir sekilde aMPV deteksiyonunu gergeklestirmislerdir. Jing et al.
(1993)’1n yaptiklar1 ¢aligmada ayn1 zamanda direkt olarak kuru svablardan elde edilen
RNA ile yas svablardan toplanan hiicrelerden elde edilen RNA karsilagtirilmig ve her iki
metodun da basarili olugu gézlenmistir. Benzer sekilde, Bayon-Auboyer et al. (1999) da
svablarin islenmesi ile ilgili bu iki metodun uygun sekilde ¢alistigini ve benzer sonuglar
elde edildigini bildirmislerdir. Ancak, epidemiyolojik ¢alismalarda kuru svablarin tercih
edilmesi daha uygun goriilmektedir (Cavanagh, Mawditt, Britton, & Naylor, 1999).
Bunun nedeni ise 6rneklerin laboratuvara normal kosullar altinda gonderilebilmesi ve
viral RNA’yt olumsuz yonde etkileyebilecek mikroorganizma iiremelerinin
engellenmesidir. Deneysel olarak aMPV ile enfekte edilen tavuklarin bukkal bosluk
(ag1z svablari), orofarinks ve burundan alinan svablarin karsilastirilmasinda ise benzer
diizeyde deteksiyon derecesinin oldugu goriilmiistiir. Ancak, atteniie aMPV ile enfekte
edilmis tavuklarda durumun daha farkli oldugu, nazal svab kullaniminda, akintinin
olmamas1 nedeniyle virusun sadece az sayida tavukta RT-PCR yontemi ile detekte
edilebildigi bildirilmistir (Cook, Huggins, Orbell, Mawditt, & Cavanagh, 2001). Son
yillarda yapilan arastirmalar, inokulasyondan sonraki 3 giin icinde trakea ve
turbinantlarda bulunan virus miktarinin maksimuma ulagtigim1 ve viral RNA’nin
trakeada 9 gilin, nasal turbinantlarda ise en fazla 14 giin kalabildigini gostermistir
(Velayudhan et al., 2005).

Ticari kiimeslerde biyogiivenlik programlarinin uygun ve etkili bir sekilde
uygulanmasi, aMPV enfeksiyonunun Onlenmesinde veya siddetinin minimize
edilmesinde dnemli bir yere sahiptir. Isletmede yetersiz havalandirma, uygun olmayan
sicaklik, yiiksek barindirma yogunlugu, farkli yastaki hayvanlarin aymi kiimeste
barindirilmasi, kot althik kalitesi, hijyen kosullarinin eksik olmasi ve sekonder
patojenlerin varligt aMPV enfeksiyonlarinin siddetini artiran faktorler olarak dikkati
cekmektedir (Lister, 1998; Stuart, 1989). Gaga kesimi veya asilamanin uygun olmayan

donemlerde yapilmasi aMPV enfeksiyonuna bagli klinik bulgularin siddetini ve
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mortalite oranlarini etkileyebilir (Andral et al., 1985). aMPV'nin kiimeslere girisini ve
yayilmasini onlemek i¢in yabani kuslarin kiimeslere girisinin engellenmesine, ekipman
ve ara¢ dezenfeksiyonuna ve personel hijyenine 6zen gosterilmelidir (Jones &
Rautenschlein, 2013).

aMPV enfeksiyonlart i¢in tedavi secenegi olmasa da, hastaligin siddetini
azaltmak icin sekonder bakteriyel enfeksiyonlarmm kontrol altina alinmasinda
antibiyotikler kullanilir (Hafez, Emele, & Woernle, 1990). aMPV enfeksiyonlarinin
kontrolii i¢in canli ve inaktif asilar kullanilmaktadir (Tiwari, Patnayak, & Goyal, 2006).
Deneysel kosullarda canli asilarin oldukga iyi koruma sagladigi bildirilmistir (Cook et
al., 1989; Williams et al., 1991). aMPV canli asilar1 intranazal, gz damlasi, igme suyu
ya da sprey uygulama metotlar1 seklinde kullanilabilir (Ganapathy, Bufton, Pearson,
Lemiere, & Jones, 2010). Canli atteniie asilarin, hem sistemik bagisikligi hem de
solunum sisteminde lokal bagisikligi uyardigi gosterilmistir (Liman & Rautenschlein,
2007).

Calismalar A ve B alt tip asilar1 arasinda capraz koruma olusabildigini ve
aMPV’nin hem A hem de B alt tip suslarindan iiretilen asilarin C alt tipine kars1 da
koruma sagladigini gostermistir (Cook, 2000b). Yumurtaci tavuklarda, canli asidan
sonra yag adjuvanli inaktif as1 kullanimi tam bir koruma saglamaktadir. Asi
uygulamalar yetistirme hedeflerine gore farkliliklar gosterebilmektedir. Sahada aMPV
prevalansina gore Ozellikle erkek hindilerde canli aginin en az 2-3 kez tekrarlanmasi
gerekebilir. Damizlik siiriilere 16-20. haftalarda ek inaktif agilama yapilabilir (Jones &
Rautenschlein, 2013).

Son yillarda FVP veya NDV’lerin F glikoproteini gibi spesifik immunojenleri ya
da farkli DNA plazmidlerini kapsayan rekombinant asilar1 gelistirilmistir (Hu et al.,
2011; Qingzhong et al., 1994; Tarpey et al., 2001). Poxvirus rekombinant asisi ile
gerceklestirilen calismalardan elde edilen sonuglar deneyde kullanilan hindilerde
deneysel asilamanin aMPV antikorlarinin artisina neden oldugunu ve virusa karsi
korunmanin gergeklestigini gostermistir (Qingzhong et al., 1994). Subunit ve delesyon
mutant asilar ve virozom-temelli as1 adaylarinin etkileri degerlendirilmektedir

(Kapczynski, 2004). Mutant viruslarin kullanilmasiyla gelistirilen genetik ¢alismalarin
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iriinii olan agilar daha basarili ve etkili as1 stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol
oynayacaktir (Clubbe & Naylor, 2011). Deneysel in ovo asilamasi hem hindilerde hem
de tavuklarda giivenilir ve etkili bulunmustur. /n ovo asilama daha konvansiyonel
asilama metotlartyla karsilagtirildiginda bazi1 avantajlara sahiptir ¢iinkii erken spesifik
immunite saglar. Bu nedenle daha etkili bir agilama stratejisinin olusturulmasinda
kullanilabilecek yontemlerden biri oldugu bildirilmektedir (Jones & Rautenschlein,
2013; Worthington, Sargent, Davelaar, & Jones, 2003).

Tirkiye’de ilk kez Aydin, Akan, & Erdeger (1993) Ankara’da yaptiklari
calismada SHS siipheli broyler damizlik kiimeslerden serolojik inceleme ile aMPV
antikorlarin1 tespit etmislerdir. Ayni1 zamanda Orneklerden yapilan bakteriyolojik
inceleme sonucunda Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus epidermidis izole
etmislerdir. Cokal & Sen (2003) SHS semptomlarini gésteren broyler, broyler damizlik
ve hindi kiimeslerinde ELISA ile inceleme yapmis ve aMPV antikorlarini saptamiglardir.
Yine yapilan bakteriyolojik inceleme ile E. coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp. ve Streptococcus spp. izole etmislerdir. Ica (2005) tarafindan solunum sistemi
problemli tavuk ve hindi siiriilerinde, immunofloresan antikor teknigi (IFAT) ve RT-
PCR ile karsilastirmali olarak aMPV nin teshisi yapilmistir. Sonugta RT-PCR’1n I[FAT’a
gore daha duyarl oldugu, fakat bulgularin birbirine yakin olmasindan dolay1 [IFAT 1n da
rutin teshis amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir. Ongor, Karahan, Kalin, Bulut, &
Cetinkaya (2010) klinik olarak saglikli ve solunum sistemi problemli hindilerde RT-
PCR ile aMPV prevalansini arastirmis ve Tiirkiye’de ilk defa saha suglarinin molekiiler

alt tiplerini belirlemislerdir.
2.4. Avian Reovirus (ARV)

Fahey & Crawley (1954), 1954 yilinda kronik solunum yolu hastaligi goriilen
tavuklardan ilk Avian Reovirus (ARV) izolasyonunu gerceklestirmistir. Bu ¢alismalari
Petek, Felluga, Borghi, & Baroni (1967) tarafindan da dogrulanmis ve ilk ARV olarak
literatiire ge¢mistir. Fahey & Crawley (1954)’in izole ettigi bu virusun duyarh tavuklara
inokule edildiginde karaciger nekrozu, tendon ve synovial memranlarda inflamasyon

gelisimine sebep oldugu goézlenmistir. Bu virusun ayni zamanda civcivlerde hafif bir
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solunum yolu hastaligina neden oldugu belirlenmistir (Subramanyam & Pomeroy,
1960).

Avian reoviruslar, Reoviridae familyasina ait Spinareovirinae alt familyasindan
Orthoreovirus genusunun bir tiyesidir (ICTV Taxonomy, 2018a). Reoviruslar ismini
“Respiratory Enteric Orphan” ifadesinin bas harflerinden almaktadir. Ciinkii insanlarda
ilk izolasyonu bu bdlgelerden yapilmis olmakla birlikte bu donemde herhangi bir
hastalikla iliskilendirilememistir. “Avian Reovirus” terimi genel bir ifade olarak bu
virusun memelilerde bulunan tiirlerinden ayirt etmek igin kullanilmaktadir (Jones, 2013).
Kanatli ve memeli reoviruslart (Mammalian orthoreovirus) Orthoreovirus genusuna ait
iki temel gruptur. Ancak bunun yani sira, Baboon orthoreovirus, Mahlapitsi
orthoreovirus, Nelson Bay orthoreovirus, Piscine orthoreovirus ve Reptilian
orthoreovirus bu genusa ait diger tiirlerdir (ICTV Taxonomy, 2018a). Bu iki grup birgok
ortak morfolojik ve fizikokimyasal karakterler tagimasina ragmen konakgi cesitliligi,
patojenite ve genom kodlama kapasitesi gibi 0zellikler bakimindan 6nemli farkliliklar
tasimaktadir. Ayni1 zamanda birgok biyolojik ve serolojik karakter acgisindan da
degisiklik  gostermektedir (Benavente &  Martinez-Costas, 2007). ARV’ler
memelilerdeki karsiliklarindan farkli olarak konakgi hiicrelere flizyon ile penetre
olabilmekte ancak HA aktivitesi gostermemektedir (Nibert & Schiff, 2001). Giincel
arastirmalar hindi, ordek ve kazlardaki reoviruslarin tavuk suslarina gore belirgin
molekiiler farkliliklara sahip oldugunu goéstermistir. Bu nedenle ARV terimi genellikle
tavuk kaynakli reoviruslar i¢in kullanilmakta olup diger evcil tiirler i¢in, turkey reovirus
(TRV), duck reovirus (DRV) ve geese reovirus (GRV) terimleri kullanilmaktadir (Jones,
2013).

ARV enfeksiyonlar1 ticari kanatli isletmelerinde olduk¢a yaygin olarak
goriilmektedir. Bu viruslar tavuklarda ¢ok farkli doku ve organlardan izole edilmis olup;
viral artritis/tenosinovitis, gelisim geriligi ve malabsorbsiyon sendromlari, solunum ve
enterik hastaliklar ve immunosupresyon ile iliskilendirilmistir (Olson & Kerr, 1966;
Rosenberger & Olson, 1997; Sterner, Rosenberger, Margolin, & Ruff, 1989; Van der
Heide, 1996; Van der Heide, 2000). Reoviruslarin ayni zamanda hindilerdeki viral

artritise neden oldugu belirlenmistir (Trites, Mills, & Rosenberger, 2011). Bu virus
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siklikla klinik olarak normal goriinen tavuk ve hindilerden de izole edilebilmektedir.
Reovirus enfeksiyonu takiben gelisen hastaligin seyri konak¢r yasi, immun durumu,
virus patotipi, bulasma yolu gibi faktorlerle yakindan iliskilidir (Jones, 2013). Ileri
yaslardaki tavuklar hem enfeksiyon hem de viral kaynakli lezyon gelisimlerine daha
direnglidir (Jones, 2000). Yapilan ¢alismalarda bir giinliik civcivlerde ileriki yaslarda
enfekte olmus tavuklara gore daha yliksek intestinal virus titrelerinin gozlendigi ve daha
yaygin eklem lezyonlarmin gelistigi goriilmiistiir (Jones & Georgiou, 1984). Diger
enfeksiydz ajanlarla etkilesimleri bildirilmis olup bu etkilesimler reovirus kaynakl
hastaligin hem seyrinde hem de siddetinde farkliliklar olusmasina neden olmaktadir
(Jones, 2013). Omegin Mycoplasma synoviae, Staphylococcus aureus, Enfeksiyoz
Bursal Hastaligit Virusu ve Tavuk Anemi Virusu, Reovirus patogenezisini
hizlandirabilen enfeksiyoz ajanlardandir (Bradbury & Garuti, 1978; McNeilly, Smyth,
Adair, & McNulty, 1995; Moradian, Thorsen, & Julian, 1990). Etci tip geng tavuklarda
ARV enfeksiyonlarinin neden oldugu ekonomik kayiplar genellikle yiiksek mortalite,
viral artritis/tenosynovitis ve diisiik canli agirhik artisi ve yemden yararlanma,
pazarlanabilirlikte azalma gibi ozelliklerle ifade edilebilecek genel bir performans
diistikligi ile iliskilendirilmektedir (Dobson & Glisson, 1992; Jones, Al-Afaleq, Savage,
& Islam, 1994; Rosenberger & Olson, 1997). Damizlik kiimeslerde ise yumurta
iiretiminin baglangic1 veya devaminda viral artrit gelisimi topallik, yiiksek mortalite,
diisiik yumurta iiretimi, uygun olmayan kuluckalanabilirlik/fertilite ve vertikal bulagsma
ile karakterizedir. Biitiin bu olumsuzluklar kanath {ireticilerine énemli maddi kayiplar
yasatmaktadir (Jones, 2013). Reovirus enfeksiyonlart yaygin olarak goriilmekle birlikte
hastaligi meydana getiren tek etken olarak bulundugu durumlar nadirdir. Tavuklarda
hastaligin en yaygin semptomu topalliktir. Morbidite degisken olup, genelde %10’nun
altinda seyreder, mortalite diisiik orandadir. Reovirus kaynakli artritislerde klinik
belirtiler patognomonik degildir ve M. synoviae ve S. aureus gibi diger etkenlerle
benzerlik gostermektedir (Jones, 2000).

ARV’lar, iki kath kapside sahip olan, ikosahedral yapida, 70-80 nm capinda,
zarfsiz viruslardir. ARV zarfsiz bir morfolojik yapr gosterdigi icin kloroform, eter,

sodyum deoksikolat ve formaline karsi direnglidir. ARV pH 3.0 ve 9.0 aralifinda
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stabildir ve 56°C’de bir saatten daha kisa bir siirede inaktive olur. ARV’nin yaygin
olarak kullanilan materyallerde canli kalma siirelerini arastiran bir ¢aligma virusun
tilylerde, talasta, camda, kaucuk ve galvanize metalde 10 giine kadar, suda ise 10 hafta
canli kaldigin1 gostermistir (Jones, 2000). Virusun proteolitik enzimlere karsi direngli
oldugu bildirilmekle birlikte Al Afaleq & Jones (1991) tarafindan yapilan bir ¢alismada
hindi ekleminden elde edilmis bir susun tripsine karst duyarli oldugu gézlenmistir. Ayni
zamanda ARV’nin belirli dezenfektanlara karsi gosterdigi diren¢ suslar arasinda
farkliliklar gostermektedir. Ornegin, bir sus 4°C’de %2 formaldehitte canli kalabilirken;
diger bir sus ise oda sicakliginda %2 fenol ile 24 saatlik inkiibasyonunda kismen
inaktive olmustur. %100 etil alkol ise virus tizerinde tamamen etkili olmustur (Petek et
al., 1967).

ARV genomu, 10 segment iceren ¢ift iplik¢ikli RNA’dan (double stranded RNA:
dsRNA) olusmaktadir. Genomda bulunan 10 adet dsRNA segmenti, elektroforetik
mobiliteleri baz almarak L (large), M (medium), S (small) seklinde ti¢ siif seklinde
tanimlanmistir (Sekil 4). L ve M smiflar1 tiger adet (sirasiyla L1, L2, L3 ve M1, M2,
M3) ve S smifi dort adet (S1, S2, S3, S4) segmenti icermektedir (Spandidos & Graham,
1976). Genomik lokasyonlar1 degerlendirildiginde S1 segmenti S2 ile karsilastirildiginda
M3’e daha yakin olmasi nedeniyle M sinifinda bir gen (M4) olarak kabul edilmesi
gerekmektedir. Ancak memeli reoviruslarina benzerligi géz ontine alindiginda S1 olarak
tanimlanmasinin daha dogru olacag bildirilmektedir. Ornegin her iki virus da ii¢ adet M
ve dort adet S geni igermekte ve her iki virusa ait o-sinifi hiicre baglanti proteini S1 geni
tarafindan kodlanmaktadir. L2 segmenti hari¢ S1133 ARV susuna ait tim genom
segmentlerinin niikleotid sekanslar1 belirlenmistir. S1 disindaki biitiin diger genom
segmentleri tek bir temel translasyon {irlinlinii kodlamaktadir (Benavente & Martinez-
Costas, 2007). Her segmente ait pozitif iplikcik mRNA’da kodlanana esdegerdir ve 5’
ucunun sonunda tip-1 cap igermektedir. Ayn1 pozisyonda negatif iplik¢ik ise pirofosfat
grubunu tagimaktadir (Martinez-Costas, Varela, & Benavente, 1995). 5’ucundaki ilk 7
niikleotid (GCUUUUU) ve 3’ucundaki son bes niikleotid (UCAUC) tim kanath
reoviruslarina ait pozitif iplik¢ik sekanslarinda korunmustur. Bu durum korunmus olan

bu sekanslarin, viral transkriptlerin transkripsiyon, replikasyon ve/veya enkapsidasyonu
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icin hedef bolge olduguna isaret etmektedir. Diger Reoviridae familyasina ait viruslarda
oldugu gibi hiicrelerin iki ayr1 ARV izolat1 ile koenfeksiyonu her iki atasal virusa ait
genom segmentlerini igeren projeni viruslarin meydana gelmesine sebep olmaktadir.
“Reassortment” olarak adlandirilan bu fenomen bireysel genom segmentlerinin fenotipik
ozelliklerinin karakterize edilmesinde olduk¢a yararlidir (Benavente & Martinez-Costas,

2007).
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Sekil 4. ARV genomu (Viralzone, 2021)

ARV genomu en az 12 temel translasyon iiriinii eksprese etmektedir. Bunlardan
sekizi projeni reovirionlara katilan yapisal proteinlerdir. Diger dort protein ise yapisal
olmayan proteinlerdir c¢linkii enfekte olan hiicrelerde eksprese olur ancak olgun
reovirionlarda bulunmaz (Martinez-Costas, Grande, Varela, Garcia-Martinez, &
Benavente, 1997; Varela & Benavente, 1994). L smif genler tarafindan kodlanan
proteinler lambda (A), M siifi tarafindan kodlananlar mu (p) ve S simifi tarafindan
kodlananlar ise sigma (o) olarak tanimlanmaktadir. Her bir siniftaki yapisal proteinler,
elektroforetik mobilitelerine gore, memelilerdeki sayisal isimlendirmeden farkli olmasi
amaciyla alfabetik olarak siralanmig harflerle gosterilmektedir (AA, AB vs.). Kanath
reovirionunda sekizi (AA, AB, AC, pA, uB, cA, oB ve oC) kodlayan mRNA’larinin
temel translasyon iiriinleri olan 10 farkli yapisal protein bulunmaktadir. Diger ikisi ise
(uBN ve pBC) prekiirsorleri olan pB’nin post translasyonal ayrilmasindan koken
almaktadir (Varela, Martinez-Costas, Mallo, & Benavente, 1996). Yapisal proteinlerin

yanisira ARV birgok yapisal olmayan protein de sentezlemektedir. Bu baglamda M3 ve
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S4 genleri uNS ve oNS olarak tanimlanan iki major yapisal olmayan proteini eksprese
etmektedir. Bu proteinler enfekte olmus hiicrelerin sitoplazmalarinda rahatlikla
saptanabilmektedir (Schnitzer, Ramos, & Gouvea, 1982; Varela & Benavente, 1994).
Bununla birlikte amino-trunkasyon ge¢irmis olan uNS izoformu olan uNSC’nin ARV ile
enfekte hiicrelerde iretildigi bildirilmistir (Touris-Otero, Martinez-Costas, Vakharia, &
Benavente, 2004). Yapilan diger ¢alismalarla p10 ve p17 olarak adlandirilan iki diger
yapisal olmayan proteinin ARV ye ait trisistronik S1 geninin ilk iki sistronu tarafindan
kodlandig1 gosterilmistir (Bodelon, Labrada, Martinez-Costas, & Benavente, 2001,
Shmulevitz et al., 2002).

Reovirus enfeksiyonlariin bulundugu kiimeslerde enfeksiyonun seyrine bagli
olarak klinik semptomlar1 gosteren veya gOstermeyen hayvan sayilarinda farkliliklar
gozlenebilir. Bununla birlikte, klinik belirtileri gosteren hayvan sayist olduk¢a az oldugu
durumlara da rastlanabilmektedir. Bu nedenle 6rnekleme klinik ve subklinik vakalar ve
aynt zamanda da saglikli tavuklart da kapsayan genis bir perspektifle
gerceklestirilmelidir. Virusun saptanabilmesi i¢in, nekropsi asamasinda capraz
kontaminasyonlara dikkat edilmesi kosuluyla hasta tavuklar direkt laboratuvara
gonderilebilir veya aseptik kosullarda aliman doku orneklerinin laboratuvara sevki
saglanabilir. Ornekler diski, trakea, karaciger, bursa, bobrek ve dalak olabilir. Ornekler
laboratuvara transport medium igerisinde soguk zincirde gonderilmelidir (Jones, 2000;
Jones, 2013).

Virus izolasyonu i¢in en basarili yontem ETY veya tavuk embriyo hiicre
kiltlirlerine 6rnegin inokulasyonudur. ETY nin sar1 kesesine yapilan inokulasyon
sonucunda embriyoda hemoraji olusmakta ve 3-5 giin iginde 6liim meydana gelmektedir.
CAM’a inokulasyon sonucunda genellikle 7-8. glinde embriyo Oliimii, embriyolar
ciicelik ve karaciger ve dalakta nekrotik lezyonlar goriiliir (Rosenberger, 2003).
Reoviruslar tavuk embriyo hiicre kiiltiiriinde ise birkag¢ giinde sinsityum olusumuna yol
acar. Hiicreler hemotoksilen ve eosin ile boyandiginda eozinofilik intraniikleer
inkliizyonlar goriilebilir. Virusun dokularda diisiik titrelerde bulundugu durumlarda 2
veya 3 kez pasaj yapmak gerekebilir. Reovirus negatif boyama veya immunoflouresan

boyamayi takiben elektron mikroskobu yardimiyla teshis edilebilir (Jones, 2000). Al-
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Muffarej, Savage, & Jones (1996) yiiksek titrede virus ile deneysel amagla enfekte
edilen kiimeste kloakal svablardan virusu tespit edememisleridir. Reoviruslarin
izolasyon ve identifikasyonu zaman alan islemlerdir. Bu nedenle daha hizli teknikler
gelistirilmeye calisilmistir. Deneysel enfeksiyonlardan sonra virusun belirlenebilmesi
icin tendonlarin kriyostat boliimlerinden gerceklestirilen direkt immunoflouresans
boyama kullanilabilmektedir (Jones & Onunkwo, 1978). Ayn1 zamanda Liu &
Giambrone (1997b) parafine gomiilii dokulardan immunoperoksidaz boyama metodu ile
monoklonal antikorlarin Reovirus teshisinde kullanilabilecegini 6nermektedir. Bununla
birlikte her iki metot da topallik gibi klinik semptomlarin ortaya cikisindan Once
enfeksiyonun sadece erken safhalarinda teshisini saglamaktadir (Jones, 2000).

Virusun belirlenebilmesi i¢in kullanilan geleneksel izolasyon yontemlerinin yani
sira giinlimiizde daha etkin, hizli ve giivenilir sonuglar alinmasini saglayan PCR tabanl
molekiiler yontemler gelistirilmistir. ARV’lerin teshisi i¢in kullanilan molekiiler
yaklagimlarin etkinligi yapilan bircok ¢alismayla ortaya konmustur. Suslarin
tiplendirilmesinde de kullanilabilecek olan bu tekniklere dot-blot hibridizasyon (Liu &
Giambrone, 1997a; Yin & Lee, 1998), PCR (Xie, Fadl, Girshick, & Khan, 1997), PCR-
RFLP (Lee, Shien, & Shieh, 1998; Liu, Chen, Liao, Lin, & Chang, 1999), rPCR ve
dizileme yontemleri (Ke et al., 2006) 6rnek verilebilir. Bu metotlar hizli ve hassas
olmalar1 nedeniyle saha materyallerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan rutin
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ancak, sonuglarin virus izolasyonu ile
karsilagtirilmas1 gerekmektedir. Bu yontem ARV teshisinde gold standarttir. Bununla
birlikte virus izolasyonu, ayni virus kullanilarak yapilacak olan sonraki ¢alismalar i¢in
de gereklidir (Lu et al., 2015). ARV teshisi i¢in kullanilacak olan antikorlari
belirleyebilmek amaciyla agar gel immunodifiizyon (AGID) (Kawamura & Tsubahara,
1966; Olson & Weiss, 1972), VN, indirekt immunoflouresan (11F) testi (Ide, 1982) ve
ELISA (Thayer, Villegas, & Fletcher, 1987; Slaght, Yang, van der Heide, &
Fredrickson, 1978) gibi birgok farkli yontem gelistirilmistir. Ayn1 zamanda Western-blot
metodu da kullanilabilmektedir (Endo-Munoz, 1990). Reovirus antikorlari igin serolojik
profil siklikla kullanilmaktadir. Ancak enfeksiyonun yaygin olmasi teknigin diagnostik

degerini sinirlamaktadir. Ozellikle yumurtaci kiimeslerde ARV igin uygun olan diger bir
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metot sar1 kesesinin degerlendirilmesidir. Silim & Venne (1989) serum ile sar1 kesedeki
titreleri arasinda yiiksek bir korrelasyon oldugunu bildirmislerdir. ELISA sonuglarinin
kuskulu oldugu durumlarda serum, Western-blot ya da IIF yontemleri kullanilarak tekrar
test edilebilir.

Tavuklarda patojenik ARV’lere karsi maksimum duyarlilik bir giinliik yasta
goriilmektedir ve daha sonrasinda iki haftalik yasta baslayan yasa bagli bir direnclilik
gelismektedir. Meydana gelen bu akut duyarlilik nedeniyle asilama programlar
civcivlerin yumurtadan c¢ikmalariyla birlikte koruma saglayabilecek sekilde dizayn
edilmektedir. Bu korunmanin saglanmasinda uygulanacak en uygun yoOntem parent
kiimeslerin asilanmasi yoluyla yiiksek seviyelerdeki maternal antikorlarin civcivlere
aktarimi ve transovarian gecisin minimize edilmesidir. Ayn1 zamanda bu yontem ile
yumurtadan ¢ikistan sonra bagirsaklarda replike olan virusun da eklemlere ulagsmasi ve
artrit meydana getirmesi engellenmis olur (Jones, 2013). Maternal antikorlarin
indiiksiyonu en iyi sekilde inaktive asilarin on iki haftalik ya da daha biiyiik tavuklarda
uygulanmasiyla saglanir. Bununla birlikte bazen canli asilar da kullanilabilmektedir.
Damizlik kiimesler canli asilar ile asilandiginda civcivlerde inaktive asilar yiiksek
seviyelerde maternal antikorlar olusturmaktadir (Van Loon, Braber, & Roessler, 1996;
Wood, Muskett, & Thornton, 1986). Amerika Birlesik Devletleri’nde izole edilmis olan
S1133 susu birgok ticari asida temel teskil etmektedir. ARV’ye ait bircok endemik
varyant bulunmasina ragmen S1133 susu diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Inaktif asilar1 ise tekli ya da 1733 ve 2408 gibi suslardan olusan kombinasyonlarla
uygulanabilmektedir. Geng tavuklardaki aktif immunizasyon canli atteniie reoviruslarla
genellikle subkutan yolla asilama ile saglanabilmektedir (Jones, 2013). Ayni zamanda
immunizasyon asmin sprey uygulamalariyla da olusturulabilmektedir (Giambrone,
Dormitorio, & Lockaby, 1992). ARV’de in ovo asilama da calisilan yontemlerden
birisidir. Farkli ve yeni asilama yaklasimlar1 gelistirilmeye devam etmektedir (Guo,
Giambrone, Liu, Dormitorio, & Wu, 2004; Guo, Giambrone, Wu, & Dormitorio, 2003).

Ulkemizde Carli, Sen, Ulgen, & Kahraman (1992) tarafindan Bursa ilindeki
damizlik broylerlerde presipite edici antikor bulunmustur. Akalin & Ergiin (1995)

malabsorbsiyon sendromu goriilen broyler kiimeslerinden alinan serum 6rneklerinden
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AGID testi ile adenovirus ve reovirus antikorlarini arastirmiglardir. Antikor titrelerinin
diisiik ¢ikmasi, kullanilan S1133 antijeninden farkli antijenik tipte saha suslarinin
oldugunu disiindiirmiistir. Coven & Carli (1997) Gumboro hastaligindan stipheli
kanatlilarda ARV, adenovirus ve NDV’yi ETY ve CEF hiicre kiiltiiriinde izole
etmislerdir. Oztiirk & Coven (1997) ticari broyler kiimeslerinde Infectious Bursal
Disease Virus (IBDV), ARV ve Cryptosporidium sp. tespit etmislerdir. Mutlu & Yigit
(1997) tarafindan yapilan c¢alismada asi susu olan S1133 ile saha sularmin antijenik
olarak farkli oldugu bulunmustur. Nural & Sengiil (2012) ELISA testi ile broyler
damizlik isletmelerinden toplanan 336 serumun 322’sini ve broyler kiimeslerden alinan
295 serumun 224’{inii ARV antikorlar1 yoniinden pozitif bulmustur. Aydin & Nural
(2017) ELISA ile broiler ve broiler damizlik isletmelerinden asili ve asisiz tavuklardan
alman toplam 920 serum Ornegini test etmislerdir. Asilanmis broylerlerin %781,
asilanmamis broylerlerin %84,18°1, asilanmis damizliklarin %86,5°1 ve asilanmamis

damizliklarin %89,71’inde ARV antikorlarin1 saptamislardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izin Belgesi

“Onemli Kanatli Solunum Yolu Virus Enfeksiyonlarinin Real-Time Polymerase
Chain Reaction (rPCR) ile Arastirilmasi” isimli bu tezin ¢alismalarina baslanmadan
once, embriyolu tavuk yumurtalar1 i¢in gerekli izin Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 02.02.2016 tarihli ve 2016-02/06

nolu karar ile onaylandi.
3.2. Ornekler

Bu calismada iilkemizdeki 15 farkli ilde bulunan ticari broyler ve yumurtaci
stiriilerde, klinik solunum yolu problemli tavuklardan trakeal svab ornekleri toplandi
(Sekil 5). Enfeksiyon siipheli tavuklarda gézlenen klinik bulgular hiriltili solunum, nazal
akinti, okstirlik, hapsirik, nefes almada giicliikk, durgunluk ve yem tiiketiminde azalma
olarak tespit edildi. 45 adet yumurtac1 ve 48 adet broyler kiimesten solunum yolu
semptomlarinin gozlenmesiyle birlikte trakeal svab ornekleri alindi. Her bir kiimese ait
4-5 adet tavuktan alinan bu trakeal svablar soguk zincir bozulmadan transport besi yeri
(tryptose phosphate broth, pH 7,0 — 7,2) i¢inde laboratuvara ulastirildi. Laboratuvarda
ayni kiimesten alinan svaplar tek bir 6rnek olarak bir araya getirildi ve vortekslenerek
inokulum hazirlandi. Embriyolu yumurtalara tek bir 6rnek olarak inokiile edildi. Boylece
toplamda 93 adet drnek incelenmis oldu. Isletme ve drnek toplama ile ilgili bilgiler
Tablo 1 ve 2°de sunulmustur. Ornekler deneysel asamanin gergeklestirilecegi zamana

kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 5. Orneklerin toplandig illerin harita iizerinde gosterilmesi. Isaretlenen illerden
kiimes bazinda 1-10 arasi 6rnek alinanlar sari, 10’dan fazla 6rnek alinanlar kirmizi

belirtegle isaretlenmistir.

Tablo 1. Yumurtaci kiimeslerden alinan 6rneklere ait bilgiler

isletme Kodu Isletme Tiirii i1 Yil*
Y1 Yumurtact Ankara 2015
Y2 Yumurtact Ankara 2015
Y3 Yumurtaci [zmir 2016
Y4 Yumurtaci zmir 2016
Y5 Yumurtaci zmir 2016
Y6 Yumurtact Izmir 2016
Y7 Yumurtact Izmir 2017
Y8 Yumurtact Izmir 2017
Y9 Yumurtaci zmir 2017
Y10 Yumurtaci zmir 2017
Y11 Yumurtaci Afyon 2016
Y12 Yumurtaci Afyon 2016
Y13 Yumurtaci Afyon 2016
Y14 Yumurtact Afyon 2016
Y15 Yumurtaci Afyon 2016
Y16 Yumurtaci Afyon 2016
Y17 Yumurtaci Afyon 2016
Y18 Yumurtact Afyon 2017
Y19 Yumurtaci Afyon 2017
Y20 Yumurtaci Afyon 2017
Y21 Yumurtaci Afyon 2017
Y22 Yumurtaci Afyon 2017
Y23 Yumurtaci Afyon 2017
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Y24 Yumurtaci Manisa 2016
Y25 Yumurtaci Manisa 2016
Y26 Yumurtact Manisa 2016
Y27 Yumurtact Manisa 2017
Y28 Yumurtact Usak 2016
Y29 Yumurtaci Denizli 2017
Y30 Yumurtact Aydm 2016
Y31 Yumurtaci Sakarya 2016
Y32 Yumurtact Sakarya 2017
Y33 Yumurtact Sakarya 2017
Y34 Yumurtaci Sakarya 2017
Y35 Yumurtaci Bursa 2017
Y36 Yumurtaci Kayseri 2017
Y37 Yumurtaci Adana 2016
Y38 Yumurtaci Adana 2017
Y39 Yumurtaci Adana 2017
Y40 Yumurtaci Adana 2017
Y41 Yumurtaci Adana 2017
Y42 Yumurtaci Elazig 2016
Y43 Yumurtaci Elazig 2016
Y44 Yumurtaci Van 2017
Y45 Yumurtaci Van 2017
*Orneklerin isletmeden alindig1 yil
Tablo 2. Broyler kiimeslerinden alinan 6rneklere ait bilgiler
Isletme Kodu Isletme Tiirii il Yil*
B1 Broyler Izmir 2016
B2 Broyler Izmir 2016
B3 Broyler [zmir 2016
B4 Broyler [zmir 2016
B5 Broyler Usak 2016
B6 Broyler Usak 2016
B7 Broyler Balikesir 2016
B8 Broyler Balikesir 2016
B9 Broyler Balikesir 2016
B10 Broyler Balikesir 2016
B11 Broyler Balikesir 2016
B12 Broyler Balikesir 2016
B13 Broyler Balikesir 2016
B14 Broyler Balikesir 2016
B15 Broyler Balikesir 2016
B16 Broyler Balikesir 2016
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B17 Broyler Balikesir 2016

B18 Broyler Balikesir 2017
B19 Broyler Balikesir 2017
B20 Broyler Balikesir 2017
B21 Broyler Balikesir 2017
B22 Broyler Balikesir 2017
B23 Broyler Balikesir 2017
B24 Broyler Balikesir 2017
B25 Broyler Balikesir 2017
B26 Broyler Sakarya 2017
B27 Broyler Sakarya 2017
B28 Broyler Sakarya 2017
B29 Broyler Sakarya 2017
B30 Broyler Sakarya 2017
B31 Broyler Sakarya 2017
B32 Broyler Sakarya 2017
B33 Broyler Sakarya 2017
B34 Broyler Sakarya 2017
B35 Broyler Sakarya 2017
B36 Broyler Sakarya 2017
B37 Broyler Sakarya 2017
B38 Broyler Sakarya 2017
B39 Broyler Sakarya 2017
B40 Broyler Sakarya 2017
B41 Broyler Sakarya 2017
B42 Broyler Sakarya 2017
B43 Broyler Sakarya 2017
B44 Broyler Sakarya 2017
B45 Broyler Sakarya 2017
B46 Broyler Sakarya 2017
B47 Broyler Sakarya 2017
B48 Broyler Bolu 2016

*QOrneklerin isletmeden alindig1 yil

3.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Vorteks (Digital vortex mixer, VWR, ABD)
Etiiv (Niive, FN 300, Tiirkiye)
Santrifiij (VWR Galaxy D Microcentrifuges C9422-VWR Galaxy 16D, ABD).
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Mikropipetler (0,1-2 ul ve 20-200 pl RAININ Pipet-lite XLS, 1-10 ul ve 10-100 pl
Hamilton)

Hassas terazi (Sartorius AX224, Gottingen, Almanya)

Ultra saf su sistemleri (Millipore Mili-Q Q-Gard1, Ingiltere)

Isiticil manyetik karistirict (Niive MK-390, Tiirkiye)

Otoklav (Niive, OT4060, Ankara, Tiirkiye)

Biyogiivenlik kabineti Tip II (MSC-12, Thermo Scientific, ABD)

rPCR (Fluorion Detection System: FDS, lontek, istanbul, Tiirkiye)

Thermal Cycler (BioRad C100 Touch Thermal Cycler, BioRad Laboratories,
Kaliforniya, ABD)

Jel elektroforez cihazi (BioRad Laboratories, Kaliforniya, ABD )

Jel elektroforez tanki (BioRad Laboratories, Kaliforniya, ABD)

Jel goriintiileme sistemi (Gel Doc 2000, BioRad Laboratories, Kaliforniya, ABD)

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kaliforniya,
ABD)

Derin dondurucu (-20) (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

3.4. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

QlAamp MinElute Virus Spin Kit (Qiagen, Almanya) (Catalog no. 57704)
Buffer AL (Lysis buffer)

Buffer AW1 (Wash buffer)

Buffer AW2 (Wash buffer)

Buffer AVE (Elution buffer)

Carrier RNA

QIAGEN Protease

QlAamp MinElute kolonu

Toplama tiipleri

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen, Almanya) (Catalog no. 204245)
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2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix:
» HotStarTag DNA Polimeraz
QuantiTect SYBR RT-PCR Tamponu (Tris-Cl, KCI, (NH;)2SO4, 5 mM MgCl,)
dNTP (Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP )
SYBR Green | (Floresan boya)
ROX (Pasif referans boya)
» 5 mM MgCl,

RNase-free su

Y V V V

QuantiTect RT mix (Omniscript ve Sensiscript reverse transkriptaz)

QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen, Almanya) (Catalog no. 204245)
2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix:
» HotStarTaq DNA Polimeraz
QuantiTect SYBR RT-PCR Tamponu (Tris-Cl, KCI, (NH4)2SO4, 5 mM MgCl,)
dNTP (Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP )
SYBR Green | (Floresan boya)
ROX (Pasif referans boya)
» 5 mM MgCl,
RNase-free su

YV V V VY

Bu kit ILTV’nin teshisinde kullanildi ve bu virus bir DNA virusu oldugu i¢in reverse
transkripsiyon islemine gerek duyulmadigi i¢in, QuantiTect RT mix (Omniscript ve

Sensiscript reverse transkriptaz) reaksiyondan ¢ikarildi.

QuantiTect Probe RT-PCR Kit (Qiagen, Almanya) (Catalog no. 204445)
2X QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix:
» HotStarTag DNA Polimeraz
» QuantiTect Probe RT-PCR Tamponu (Tris-Cl, KCI, (NH;).SO4, 8 mM MgCl,)
» dNTP (Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP, dUTP)
» ROX (Pasif referans boya)
» 8 mM MgCl,
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QuantiTect RT mix (Omniscript ve Sensiscript reverse transkriptaz)
RNase-free su

QuantiTect Probe PCR Kit (Qiagen, Almanya) (Catalog no. 204345)
2x QuantiTect Probe PCR Master Mix:
» HotStarTag DNA Polimeraz
» QuantiTect Probe PCR Tamponu (Tris-Cl, KCI, (NH4),SO,4, 8 mM MgCl,)
» dNTP (Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP )
» ROX (Pasif referans boya)
» 8 mM MgCl,

RNase-free su

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Ready Reaction Premix 2.5X
BigDye Sequencing Buffer 5X

RNase-free su

QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer (Qiagen, Almanya)

QIAGEN dNTP mix (Qiagen, Almanya)

QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix (Omniscript ve Sensiscript reverse
transkriptaz ve HotStarTaq DNA Polymeraz) (Qiagen, Almanya)

QIAGEN Taq PCR Master Mix (Qiagen, Almanya)

Ethanol (Merck Millipore, Almanya) (Catalog no. 10983)

PBS (Oxoid, Ingiltere)

Thermo Scientific 6X Orange Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, ABD)
DNA Ladder (Rainbow, Almanya, 100b¢-3000bg)

0,2-1,5 mI’lik Ependorf tiipleri (Zinexts Life Science Corp, Taiwan)

200 pl ve 1000 pl’lik pipet ucu (AXYGEN ve VWR)
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3.5. Cahismada Kullanilan Primer Dizileri

IBV tespitinde kullanilan spesifik primerler (Callison et al., 2006)
IBV5°GU391: 5°-GCT TTT GAG CCT AGC GTT-3’

IBV5°GL533: 5°-GCC ATG TTG TCA CTG TCT ATT G-3°

IBV5’G prob: 5’-FAM-CAC CAC CAG AAC CTG TCA CCT C-BHQ1-3’

IBV S1 geninin amplifikasyonunda kullanilan spesifik primerler (Worthington et al.,
2008)

SX1+:5’- CAC CTAGAG GTT TGT/C TA/TG CAT-3’

SX2-:5-TCC ACCTCT ATAAAC ACCC/TTT-3’

SX3+:5’- TAATAC TGG C/TAATTT TTC AGA-3’

SX4-:5’- AAT ACA GAT TGC TTACAA CCA CC-3’

ILTV p32 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler (Vogtlin, Bruckner, &
Ottiger, 1999)

ILTp32 U2: 5’>-CTA CGT GCT GGG CTC TAA TCC-3°

ILTp32 L2: 5>-AAA CTC TCG GGT GGC TAC TGC-3°

ILTV ICP4 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler (de Macedo Couto et al.,
2015)

ICP4 (fragment 1)

F: 5-GGG TCT TGT TCT GCAGGA TTC T-3°

R: 5’-CAT CGG GAC ATT CTC CAG GTA GCA-3’

ICP4 (fragment 2)

F: 5°-CTT CAG ACT CCA GCT CAT CTG-3’

R: 5’-AAT GAG CAC GCA ACC AGA AGT AA-3’

ILTV TK geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler (de Macedo Couto et al.,
2015)
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F: 5°-CTT AGC GGA ACC TAT GCA AG-3’
R: 5’-GAG GCC ATG TGC TGG TAA GT-3’

AMPV N geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler (Bayon-Auboyer et al., 1999)
Nd: 5’- AGC AGG ATG GAG AGCCTCTTT G -3’
Nx: 5°- CAT GGC CCAACATTATGT T -3’

Reovirus S2 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler (Ke et al., 2006)
cAl:5’- ATT ACG CAG AGG CAT TT-3’
0A2:5’- CCC ACT GCC GAATAC A-3°

3.6. Calismada Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

%1°lik tavuk eritrosit siispansiyonu (v/v): Ug adet saglikli tavuktan alinan kan
antikoagulanl tiip i¢ine koyularak santrifiij edildi, siipernatant atildi ve PBS ile {i¢ kez
yikandi. Siispansiyonu hazirlamak icin 99 ml PBS iizerine 1 ml saf eritrositten ilave

edilerek %1°lik eritrosit siispansiyonu hazirlandi (OIE, 2018c).

Buffer AW1

25 ml ethanol eklenerek hazirlandu.

Buffer AW2

30 ml ethanol eklenerek hazirlandi.

Carrier RNA
310 ml AVE buffer eklenerek hazirland.

QIAGEN Protease
1.4 ml Buffer AVE eklenerek hazirlandi.
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IBV i¢in IONTEK tarafindan gelistirilen ve ticari olarak kullanima sunulan deteksiyon
kiti kullanildi. Bu nedenle primer konsantrasyonu ig¢in herhangi bir 6n hazirlik

yapilmasina gerek duyulmamistir.

ILTV p32 geni i¢in Forward Primer
Liyofilize igerige 780 pl steril dH>O eklenerek hazirlandi.
ILTV p32 geni icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 770 pl steril dH,0 eklenerek hazirland:.

ILTV ICP4 (fragment 1) geni i¢in Forward Primer
Liyofilize igerige 870 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
ILTV ICP4 (fragment 1) geni icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 560 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

ILTV ICP4 (fragment 2) geni i¢in Forward Primer
Liyofilize igerige 560 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
ILTV ICP4 (fragment 2) geni i¢in Reverse Primer
Liyofilize icerige 630 pl steril dH,O eklenerek hazirlandu.

ILTV TK geni i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 590 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.
ILTV TK geni i¢in Reverse Primer
Liyofilize icerige 980 pl steril dH2O eklenerek hazirlandi.

AMPV N geni i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 406 pl steril dH2O eklenerek hazirlandi.
AMPV N geni i¢in Reverse Primer
Liyofilize icerige 352 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

Reovirus S2 geni i¢in Forward Primer
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Liyofilize icerige 810 pl steril dH>O eklenerek hazirlandi.
Reovirus S2 geni i¢in Reverse Primer

Liyofilize icerige 680 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.

%1,5’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi: PCR islemi sonrasinda, amplifikasyon iiriinlerinin
kontrol edilmesi amaciyla %1,5’lik agaroz jel hazirlandi. 100 ml 0,5X TBE igine 1,5 gr
agaroz eklenerek 1siticili manyetik karigtirict  yardimiyla 250-300°C  sicaklikta
karistirildi. Hava kabarcigl olusturmamaya dikkat edilerek jel karisimi sabit hizda, ara
verilmeksizin, jel dokme setine dokiilerek tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra tarak
¢ikarilarak, hazirlanan %1,5’lik agaroz jel, i¢inde 0,5 X TBE bulunan elektroforez
tankina alindi. Ornek bagma 1,5 ul SYBR Green I kullamildu.

3.7. rPCR’da Kullanilan Pozitif ve Negatif Kontroller

rPCR ve dizileme testlerinin yapilmasi i¢in ¢alismalarda pozitif kontrol olarak
ILTV A96, aMPV, Reovirus S1133 standart suslar1 ve IBV standart suslar1 olan
Beaudette, Massachusetts 41 (M41), H120, D3128, D274 ve D247 kullanildi. Bu suslar,
Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Kanathh Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvarindan temin edildi. Calismada negatif kontrol olarak deiyonize su kullanildi.
3.8. AIV izolasyonu

Trakeal svablar bakteriyel kontaminasyonun onlenmesi amaciyla 10,000 [U/ml
penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 TU amphotericin B/ml iceren PBS (pH 7,0-7,4)
icinde homojenize edildi. Oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve 0,2 pum porlu filtrelerden gegirilerek inokiilasyona hazir hale
getirildi. Izolasyonlar igin 9-11 giinliik SPF ETY lerden faydalanildi. Hazirlanan &rnek
stipernatantindan 0,2 ml her bir yumurtaya olmak kaydiyla 3 adet ETY nin allantoik
bosluguna inokiile edildi. Takiben, yumurtalar 37°C’de 2-7 giin birakildi ve 24 saatlik
araliklarla embriyolarin canlilik kontrolleri yapildi. Ik giin 6liimleri nonspesifik olarak
degerlendirilerek, 7 giin boyunca her giin 151k altinda canlilik muayenesi yapildi. Bu

stirecte ikinci giinden sonra Olen yumurtalarin allantoik sivilari steril pipet yardimiyla
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toplandi. Olii veya 6lmekte olan embriyolar ve inkiibasyon sonuna kadar canl kalan tiim
yumurtalar buzdolabinda bir gece bekletilerek canli kalanlarin 6lmesi ve kan

damarlariin ¢ekilmesi saglandi. Allantoik sivilar daha sonra HA aktivitesi yoniinden

incelenmek amaciyla 4°C’de bekletildi (OIE, 2018c).
3.9. NDV izolasyonu

Trakeal svablar, bakteriyel kontaminasyonun 6nlenmesi amactyla 10,000 IU/ml
penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 IU amphotericin B/ml iceren PBS (pH 7,0-7,4)
icine eklenerek homojenize edildi. Oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 0,2 pm porlu filtrelerden gegirilerek inokiilasyona
hazir hale getirildi. Izolasyonlar i¢in 9-11 giinlik SPF ETY’lerden faydalanildi.
Hazirlanan 6rnek siipernatantindan 0,2 ml her bir yumurtaya olmak kaydiyla 3 adet
ETY nin allantoik bosluguna inokiile edildi. Takiben, yumurtalar 37°C’de 4-7 giin
birakildi ve 24 saatlik araliklarla embriyolarin canlilik kontrolleri yapildi. Ilk giin
Olimleri nonspesifik olarak degerlendirilerek, 7 giin boyunca her giin 151k altinda
canlilik muayenesi yapildi. Bu siirecte ikinci giinden sonra 6len yumurtalarin allantoik
stvilar1 steril pipet yardimiyla toplandi. Olii veya 6lmekte olan embriyolar ve
inkiibasyon sonuna kadar canli kalan tiim yumurtalar buzdolabinda bir gece bekletilerek
canli kalanlarin 6lmesi ve kan damarlarinin ¢ekilmesi saglandi. Allantoik sivilar daha

sonra HA aktivitesi yoniinden incelenmek amaciyla 4°C’de bekletildi (OIE, 2018d).
3.10. IBV izolasyonu

Izolasyonlar igin 9-11 giinliik SPF ETY ler kullanildi. Yumurta inokiilasyonu
igin trakeal svab 10,000 IU/ml penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 IU
amphotericin B/ml iceren PBS (pH 7,0-7,4)’e eklenerek homojenize edildi. Daha sonra
stispansiyonlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyonla makropartikiillerden arindirildi,
berraklastirildi ve 0,2 pm porlu filtrelerden gecirilerek inokiilasyona hazir hale getirildi.
Hazirlanan 6rnek siipernatantindan 0,2 ml her bir yumurtaya olmak kaydiyla 3 adet
ETY ’nin allantoik bosluguna inokiile edildi. Yumurtalar 37°C’de 4-7 giin birakild1 ve 24
saatlik araliklarla embriyolarin canlilik kontrolleri yapildi. ilk giin liimleri nonspesifik
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olarak degerlendirilerek, 7 giin boyunca her giin 151k altinda canlilik muayenesi yapildi.
[k inokiilasyonda mortalite ve lezyon olugsmamasi durumunda, yumurtalarm allantoik
stvilart bir araya toplandi, 1/5 oraninda PBS ile sulandirildi ve birkag set pasajlama
yapildi. Allantoik sivilar daha sonra kullanim amaciyla kisa donem i¢in -20°C’de

depoland1 (OIE, 2018a).
3.11. ILTV lzolasyonu

Izolasyonlar igin 10-12 giinliik SPF ETY ler kullamldi. Yumurta inokiilasyonu
icin trakeal svab 1/5 oraninda 10,000 IU/ml penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 TU
amphotericin B/ml igeren PBS (pH 7,0-7,4) ile sulandirildi. Daha sonra siispansiyonlar
3000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyonla makropartikiillerden arindirildi. Hazirlanan
ornek silipernatantindan 0,1 ml her bir yumurtaya olmak kaydiyla 3 adet ETY de CAM’a
inokiile edildi ve 7 giin boyunca her giin 151k altinda canlilik muayenesi yapildi.
CAM'’lar ve allantoik sivilar daha sonra kullanim amaciyla kisa dénem igin -20°C’de

depolandi (OIE, 2018b).
3.12. aMPV lzolasyonu

Trakeal svablar, bakteriyel kontaminasyonun 6nlenmesi amaciyla 10,000 TU/ml
penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 IU amphotericin B/ml iceren PBS (pH 7,0-7,4)
icine eklenerek homojenize edildi. Oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Izolasyonlar igin 6-8 giinliik SPF ETY’lerden
faydalanildi. Hazirlanan Ornek siipernatantindan 0,2 ml her bir yumurtaya olmak
kaydiyla 3 adet ETY 'nin sar1 kesesine inokiile edildi. Takiben, yumurtalar 37°C’de 7-10
giin inkiibasyona birakildi ve 24 saatlik araliklarla embriyolarin canlilik kontrolleri
yapildi. ilk pasajdan sonra gelisimi duran veya 6len embriyolarin allantoik s1visi ve sar1
kesesi steril pipet yardimiyla toplandi. Bu bulgulara rastlanilmayan embriyolarda
pasajlamaya devam edildi. Olii veya &lmekte olan embriyolar ve inkiibasyon sonuna
kadar canli kalan tiim yumurtalar buzdolabinda bir gece bekletilerek canli kalanlarin
Olmesi ve kan damarlarinin ¢ekilmesi saglandi. Allantoik sivist ve sar1 kesesi daha sonra
kullanim amaciyla kisa donem igin -20 °C’de depolandi (OIE, 2018e).
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3.13. ARV lzolasyonu

Izolasyonlar igin 9-11 giinliik SPF ETY ler kullanildi. Yumurta inokiilasyonu
igin trakeal svab 10,000 IU/ml penicillin, 10 mg/ml streptomycin ve 250 U
amphotericin B/ml igeren PBS (pH 7,0-7,4) ile sulandirildi. Daha sonra siispansiyonlar
3000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyonla makropartikiillerden arindirildi. Hazirlanan
ornek slipernatantindan 0,1 ml her bir yumurtaya olmak kaydiyla 3 adet ETY de CAM’a
inokiile edildi ve 7 giin boyunca her giin 151k altinda canlilik muayenesi yapildi.
CAM’lar daha sonra kullanim amaciyla kisa donem i¢in -20°C’de depolandi

(Rosenberger, 2003).
3.14. ATV ve NDV i¢in HA ve HI testleri

Elde edilen tiim allantoik sivilar HA aktivitesi yoniinden Cabuk HA testi ile
incelendi. Bu amagla temiz bir mermer iizerine 0,1 ml allantoik siviya esit miktarda
eritrosit siispansiyonu eklenerek birka¢c dakika beklendi. Negatif reaksiyon veren
allantoik sivilardan kontrol amaciyla ETY ye 2. pasaj yapilirken HA aktivitesi goriilen
allantoik sivilarda olasi1 bir bakteriyal kontaminasyonu dnlemek amaciyla 0,45 pm por
capli membran filtrelerden gegirildi. Uzerine antibiyotik soliisyonu ile sulandirildi ve bir
set ETY ye daha pasajlandi. Allantoik sivilarda ATV veya NDV tarafindan olusturulan
HA aktivitesi incelendi.

HA testinde allantoik sivilar ile birlikte pozitif kontrol (AIV i¢in H5 ve H7
viruslart ve NDV igin avian paramyxovirus-1 (APMV-1)) ve negatif kontrol (kan
kontrol) de calisildi. Mikropleytte calisilan tiim kuyucuklara 25 pl PBS dagitildi. 25 pl
allantoik sivi ilk kuyucuga koyulduktan sonra son kuyucuga kadar iki kath seri
diliisyonu yapildi. Ardindan tiim kuyucuklara 6nce 25 pl PBS sonra 25 ul %]1°lik
eritrosit slispansiyonu eklendi. Reaksiyonun gerceklesmesi icin mikropleyt oda
sicakliginda 40 dakika tutuldu. Bu siire sonunda dantela seklinin goriildiigii son kuyucuk
1 HA {nitesi (HAU) olarak belirlendi.

AlV i¢in yapilan HI testinde pozitif kontrol (H5 ve H7 viruslar1 ve H5 ve H7 i¢in

standart serum), negatif kontrol ve 4 HAU’ya gore sulandirilmis allantoik sivilar
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kullanild1. Mikropleytin kuyucuklarina 25 pul PBS dagitildi. Etken i¢in ¢alisilacak 1. ve
2. siranin ilk goziine sirasiyla 25 pl standart serum H5 ve H7 eklendi ve iki katli seri
diliisyonlar1 yapildi. Uzerine 25 pl 4 HAU’ya ayarlanan virus siispansiyonundan
konuldu ve oda sicakliginda 15 dakika beklendi. Daha sonra tiim kuyucuklara %1’lik
eritrosit stispansiyonu eklendi ve mikropleyt oda sicakliginda 40 dakika tutuldu. Virusun
standart serum HS5 ve H7°den biri ile reaksiyona girmesi inhibisyonun oldugunu
gostermektedir.

NDV ig¢in yapilan HI testinde pozitif kontrol (APMV-1 ve AMPV-1 i¢in standart
serum), negatif kontrol ve 4 HAU’ya gore sulandirilmig allantoik sivilar kullanildi.
Mikropleytin kuyucuklarina 25 pul PBS dagitildi. Etken igin c¢alisilacak 1. siranin ilk
gdziine 25 pl standart serum eklendi ve iki katli seri diliisyonu yapildi. Uzerine 25 pl 4
HAU’ya ayarlanan virus siispansiyonundan konuldu ve oda sicakliginda 15 dakika
beklendi. Daha sonra tiim kuyucuklara %]1’lik eritrosit siispansiyonu eklendi ve
mikropleyt oda sicakliginda 40 dakika tutuldu. Virusun standart serum ile reaksiyona

girmesi inhibisyonun oldugunu gostermektedir.
3.15. SPF ETY Orneklerinden Niikleik Asit izolasyonu

ETY’de izolasyon caligmalari sonucu elde edilen allantoik sivi, CAM ve sari
kese orneklerinden 0,5 ml alinarak toplamda 2 ml’lik 6rnekler olusturuldu ve niikleik
asit 1izolasyonunda kullanildi. Bu amagla QIAamp MinElute Virus Spin Kit kullanildi ve
bu islem igin iiretici firma tarafindan sunulan talimatlar izlendi. Ozetle:

1. 25 pul Protease, 1,5 ml’lik 100 adet ependorf tiipe koyuldu ve O&rnek
siispansiyonlarindan 200 ul eklendi.

2. Ornek basina 220 ul Buffer AL ile 6,2 pl carrier RNA’dan olusan karisimdan 200 pl
alinarak Oorneklerin lizerine eklendi ve 15 saniye boyunca vortekslendi. Takiben, etiivde
56°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildu.

3. Tiipilin ceperlerine yapigmasi olast damlaciklarin toplanmasi amaciyla, ¢ok kisa siire
6000 x g (8000 rpm)’de santrifiijde spin atildi.

4. Ornegin iizerine 250 pl etanol koyuldu ve 15 saniye vortekslendi.

5. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve santrifiijde spin atildi.
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6. Buzdolabinda tutulan 100 adet QIAamp MinElute kolonuna, ¢eperine dokunmadan,
tiipiin i¢indeki s1vi koyuldu.

7. 6000 x g (8000 rpm) hizda 1 dakika santrifiij edildikten sonra QIAamp MinElute
kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama tilipiiniin i¢ine yerlestirildi ve alttaki 1,5 ml’lik tiip
icinde biriken siviyla birlikte atildu.

8. QIAamp MinElute kolonuna 500 ul Buffer AW1 eklendi ve 6000 x g (8000 rpm)
hizda 1 dakika santrifiij edildi.

9. QIlAamp MinElute kolonu, 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve
alttaki 1,5 ml’lik tiip i¢inde biriken siviyla birlikte atildu.

10. QIAamp MinElute kolonuna 500 pl Buffer AW2 eklendi ve 6000 x g (8000 rpm)
hizda 1 dakika santrifiij edildi.

11. QIAamp MinElute kolonu 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve
toplama tiipii i¢inde biriken siviyla birlikte atildi.

12. QIAamp MinElute kolonuna 500 pl etanol eklendi ve 6000 x g (8000 rpm) hizda 1
dakika santrifiij edildi ve i¢inde siv1 biriken toplama tiipii atildi.

13. QIAamp MinElute kolonu 2 mI’lik temiz bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve
maksimum hizda (20 000 x g, 14 000 rpm) 3 dakika santrifiij edilerek kolon tamamen
Kurutuldu.

14. QIAamp MinElute kolonu 2 ml’lik temiz bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve
membranin tamamen kurumasi i¢in kapagi acik sekilde 56°C’de 3 dakika bekletildi.

15. Kolon 1,5 ml’lik temiz bir tiipiin i¢ine yerlestirildi ve iginde siv1 biriken toplama
tiipti atild1.

16. Kolonun tam ortasina 43 pl Buffer AVE koyuldu, oda sicakliginda 1 dakika boyunca
inkiibasyona birakild1.

17. Maksimum hizda (20 000 x g, 14 000 rpm) 1 dakika santrifiij edildi ve alttaki 1,5
ml’lik tiipte toplanan sivi, niikleik asit 6rnegi olarak kullanilmak {iizere -20°C’de

muhafaza edildi.
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3.16. rPCR

3.16.1. IBV’nin Real-Time Reverse Transcriptase PCR (rRT-PCR) ile
Identifikasyonu

Izolasyonu yapilan niikleik asitlerde IBV’yi saptamak amaciyla QuantiTect
Probe RT-PCR Kit kullanildi. Hedef bolgelerin amplifikasyonu spesifik TagMan prob
kullanilarak gergeklestirilmistir (DM1-3: hedef bolge icin primer prob mixi, DM2-3:
internal kontrol i¢in primer prob mixi).

IBV i¢in hazirlanan 20 pl’lik rPCR Mixi:

2x QuantiTect Probe RT-PCR Master Mixi 12,5 ul
QuantiTect RT Mixi 0,25 pul
DM1-3 1,5 ul
DM2-3 1wl
dH;0 2,75 ul
Kalip DNA 2l

Ependorf tiipler i¢inde hazirlanan mix, PCR kosullar1 asagidaki sekilde hazirlanmis olan

rPCR’a yerlestirildi.

Reverse Transkripsiyon islemi 50°C’de 30 dakika
[k Denatiirasyon 95°C’de 15 dakika
Denatiirasyon 94°C’de 20 saniye
Baglanma 60°C’de 1 dakika } >0 dongii

rPCR sonras1 amplifikasyon egrileri kontrol edildi.

IBV icin genotiplendirme protokolii

S1 geni i¢in nested PCR protokolii kullanildi.

S1 geni icin hazirlanan 25 pl’lik nested PCR (I) Mixi:
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1,0 pl

QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5,0 ul
QIAGEN dNTP mix 1,0 ul
SX1+ primer (0,2 pmol/ul) 0,5 ul
SX2- primer (0,2 pmol/ul) 0,5 pul
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dH,O
Kalip RNA

14,5 ul
2,5 ul

Ependorf tiipler icinde hazirlanan mix, PCR kosullar1 asagidaki sekilde hazirlanmis olan

thermal cycler cihazina yerlestirilerek PCR islemi gergeklestirildi.

Reverse Transkripsiyon iglemi
[k Denatiirasyon
Denatiirasyon

Baglanma

Uzama

Son Uzama

50°C’de
95°C’de
94°C’de
50°C’de
72°C’de
72°C’de

30 dakika
15 dakika
1 dakika
1,5 dakika
2 dakika
10 dakika

30 dongii

S1 geni i¢in hazirlanan 20 pl’lik nested PCR (I1) Mixi:

Tag PCR Master Mix
SX3+ primer (0,2 pmol/ul)
SX4- primer (0,2 pmol/ul)
dH,0

PCR (I) iiriinii

10,0 pul
0,4 ul
0,4 ul
7,2 ul
2,0 ul

Ependorf tiipler i¢ginde hazirlanan mix, PCR kosullar1 asagidaki sekilde hazirlanmis olan

thermal cycler cihazina yerlestirilerek PCR islemi gergeklestirildi.

[k Denatiirasyon
Denatiirasyon

Baglanma

Uzama

Son Uzama

Dizileme Reaksiyonu

Ready Reaction Premix 2.5X
BigDye Sequencing Buffer 5X
Primer (SX3+/SX4-) (10 pmol/ul)
dH,0O

Templeyt

Sekans PCR Kosullar1

94°C’de
94°C’°de
48°C’de
72°C’de
72°C’de
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3 dakika
1 dakika
1,5 dakika
2 dakika
10 dakika

30 dongii

4,0 ul
2,0 ul
0,4 ul
11,6 ul
2,0 ul



[k Denatiirasyon 96°C’de 5 dakika

Denatiirasyon 96°C’de 10 saniye
Baglanma 50°C’de 5 saniye 25 dongi
Uzama 60°C’de 4 dakika

3.16.1.1. PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

PCR firiinleri saflagtirilma isleminden once jel elektroforez yontemiyle kontrol
edildi. 25 pl’lik PCR dirlintiniin 3 pl’si %1,5’lik agaroz jeline yiiklenerek PCR
tiriinlerinin varlig1 ve bg¢ yoniinden biiyiikliigii belirlendi. Bu amagla, parafilm iizerine
1,5 pl 6X Orange Loading Dye ve iizerine 3 pul PCR {irtinii koyuldu. Kontrol amaciyla 3
ul DNA Ladder kullanildi. Orneklerin ve DNA Ladder’1n iizerine 1,5 pl SYBR Green I
ilave edildi. Ornekler mikropipetle karistirildiktan sonra alinip jele yiiklendi ve 120
voltta 30 dakika boyunca elektroforez islemine tabi tutuldu. Ardindan jel, jel
goriintliileme sistemi yardimiyla goriintiilendi. Beklenen amplifikasyon iirtinti biiytikligii

393 bg’dir.
3.16.1.2. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Referans amplifikasyon iiriinleri ile karsilagtirilan ve dogrulugu teyit edilen PCR
triinlerinin tizerine 110 pl deiyonize su, 40 pl amonyum asetat ve 200 pl izopropanol
ilave edilerek karisim olusturuldu ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Takiben
12500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant pipet yardimiyla ¢ekilerek atildi.
Dibe ¢oken kismin iizerine 500 pl %70’1ik etanol eklenerek 12500 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Dibe ¢oken kisim 10 dakika santrifiij edilip

kurumaya birakildi. Son olarak kuruyan ¢okeltiye 20 pl distile su eklenerek ¢ozdiiriildii.
3.16.1.3. Dizileme islemleri

Piirifiye edilen PCR iirlinlerine Sanger Sekans Yontemi ile dizileme iglemi
uygulandi. Bu islem Iontek Biyoteknoloji A.S.’de, ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
kullanilarak gergeklestirildi.

55



3.16.1.4. Filogenetik analiz

Sanger Sekans islemi ile elde edilen dizilerin diizenleme ve hizalama islemlerinin

gerceklestirilmesinde FinchTV  (versiyon 1.4.0) programi kullanildi. Niikleotid
benzerliklerinden yararlanilarak olusturulan filogenetik analizde MEGAT7 (versiyon
7.0.26) adli ticari program kullanildi. Kimura 2-parametre modeli ile birlikte kullanilan
Neighbor-joining metodu tercih edilerek 1000 ¢6z bagla degeri ile filogenetik agag
olusturuldu. DNA dizileri National Center for Biotechnology Information (NCBI)’da
bulunan GenBank veritabanindan alinan referans suslar ile karsilastirildi. GenBank veri
tabaninda erisimleri olan IBV suslariyla kiyaslamak i¢cin BLAST kullanildi.
S1 geni icin referans suglar ve erisim numaralari: D1344/2/4/10 EG (KU238171),
ACoV/teal/Benisuef-Egypt/VRLCU-11/2016 (MF034382), IB VAR2-06 (JX027070),
1S/1494/06 (HM131453), 50_IBV_Romania_2017 (MF101747),
gammaCoV/Ck/Poland/G052/2016  (KY047602), TR8 (KP259312), 1S-1494
(MG233398), 1S/885 (AY279533), AvCoV/chicken/TR/B19/trachea/2014 (KT021473),
IBV/Chicken/Iran/1S-1494/UT-MG108/2016 (MF322840), D1456/1/5/10_EG
(KU238174), 4/91 vaccine (KF377577), 4/91 pathogenic (AF093794), MA4l
(AY561711).

3.16.2. ILTV’nin rPCR ile identifikasyonu

Izolasyonu yapilan niikleik asitlerde ILTV’yi saptamak amaciyla QuantiTect
SYBR Green RT-PCR kit kullanildi.
ILTV p32 gen bdlgesi i¢in hazirlanan 25 pl’lik rPCR Mixi:

2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixi 12,5 ul
F primer (50 uM) 0,5 ul
R primer (50 uM) 0,5 wl
dH,0 6,5 ul
Kalip DNA Sul

Ependorf tiipler icinde hazirlanan mix, PCR kosullar1 asagidaki sekilde hazirlanmis olan

rPCR’a yerlestirildi.
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[k Denatiirasyon ~ 95°C’de 15 dakika

Denatiirasyon 95°C’de 30 saniye

Baglanma 55°C’de 40 saniye 50 dongii
Uzama 72°C’de 40 saniye

Erime egrisi 65-95°C’de 0,5 °C/dongii

rPCR sonrasi erime sicakliklart (melting temperature: Tm) ve amplifikasyon egrileri
kontrol edildi.

ICP4 ve TK gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi

ICP4 (fragment 1 ve fragment 2) ve TK genlerinin amplifikasyonu i¢in QuantiTect
Probe PCR kit kullanildi.

ICP4 gen bolgesi i¢in hazirlanan 25 pl’lik PCR Mixi:

2x QuantiTect Probe PCR Master Mixi 12,5 ul
F primer (50 uM) 0,5 ul
R primer (50 uM) 0,5 ul
dH,0 6,5 ul
Kalip DNA S5ul
TK gen bolgesi i¢in hazirlanan 25 pl’lik PCR Mixi:

2x QuantiTect Probe PCR Master Mixi 12,5 ul
F primer (50 uM) 0,5 ul
R primer (50 uM) 0,5 ul
dH,0 6,5 ul
Kalip DNA S5ul

Ependorf tiipler icinde hazirlanan mix, PCR kosullar1 asagidaki sekilde hazirlanmis olan

thermal cycler cihazina yerlestirilerek konvansiyonel PCR islemi gergeklestirildi.

[k Denatiirasyon ~ 95°C’de 15 dakika
Denatiirasyon 95°C’de 45 saniye

Baglanma 50°C’de 1 dakika 50 dongii
Uzama 72°C’de 1 dakika

Son Uzama 72°C’de 10 dakika
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3.16.2.1. PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

PCR fiiriinleri saflagtirilma isleminden once jel elektroforez yontemiyle kontrol
edildi. 25 pl’lik PCR fdriniiniin 3 pl’si %1,5’lik agaroz jeline yiiklenerek PCR
tirlinlerinin varligr ve b¢ yoniinden biiyiikliigii belirlendi. Bu amagla, parafilm iizerine
1,5 pl 6X Orange Loading Dye ve iizerine 3 ul PCR {iriinii koyuldu. Kontrol amaciyla 3
ul DNA Ladder kullanildi. Orneklerin ve DNA laddermn iizerine 1,5 ul SYBR Green I
ilave edildi. Ornekler mikropipetle karistirildiktan sonra alinip jele yiiklendi ve 120
voltta 30 dakika boyunca elektroforez islemine tabi tutuldu. Ardindan jel, jel
goriintlileme sistemi yardimiyla goriintiilendi. Beklenen amplifikasyon iirlinlerinin
biyiikliikleri ICP4 fragment 1, ICP4 fragment 2 ve TK igin sirasiyla 923, 747 ve 783
b¢’dir.

3.16.2.2. PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Referans amplifikasyon iirlinleri ile karsilastirilan ve dogrulugu teyit edilen PCR
triinlerinin tizerine 110 pl deiyonize su, 40 pl amonyum asetat ve 200 pl izopropanol
ilave edildi. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 12500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve siipernatant pipet yardimiyla g¢ekilerek atildi. Dibe ¢dken
kismin iizerine 500 pl %70°lik etanol eklendi ve ayni sekilde 12500 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirildi. Dibe ¢oken kistm 10 dakika santrifiij

edilerek kurutuldu. Kuruyan ¢okelti ise 10-20 pl distile su ile ¢ozdiiriildii.
3.16.2.3. Dizileme Islemleri

Piirifiye edilen PCR iirlinlerine Sanger Sekans Yontemi ile dizileme islemi
uygulandi. Bu islem Iontek Biyoteknoloji A.S.’de yapildi. Dizileme islemi i¢in ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer aletinden yararlanildi.

3.16.2.4. Filogenetik analiz

Sanger Sekans islemi ile elde edilen dizilerin diizenleme ve hizalama islemleri

Jalview (versiyon 2.7) programi kullanilarak gerceklestirildi. Niikleotid benzerliklerine
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dayanarak gerceklestirilen filogenetik analizde soyagaci veya genetik yakinlik agaci
olusturulmasi amaciyla ise MEGA7 (versiyon 7.0.26) adli ticari program kullanildi.
Filogenetik agag¢ olusturma isleminde Kimura 2-parametre modeli ile birlikte kullanilan
Neighbor-joining metot tercih edildi ve 1000 ¢6z bagla degeri kullanildi. DNA dizileri
NCBI’da bulunan GenBank veritabanindan alinan referans suslar ile karsilastirildi.
GenBank veri tabaninda erisimleri olan ILTV suslariyla kiyaslamak igin BLAST
kullanildi.

ICP4 geni icin referans suslar ve erisim numaralari: 2011/UFMGT1 clone 1 (KF786292),
CEO vaccine (EU104900), CEO vaccine Laryngo-Vac (FJ477350), CEO vaccine
Nobilis-ILT (FJ477351), TCO vaccine (EU104908), TCO vaccine LTI-IVAX
(FJ477349), 12/D/02/BCK ICP4 (EU104911), 25/H/88/BCK ICP4 (EU104899),
24/H/91/BCK ICP4 (EU104910), 2/A/04/BR ICP4 (EU104912),
ILTV/Brazil/2003/USP-27  (FJ477365), ILTV/Brazil/2003/USP-07 (GQ499345),
63140/C/08/BR (JN542536), 63140/C/08/BR (JN804827), V1-99 (JX646898), LIS09
(JX458822), ILTV/Peru/2008/USP-81 (FJ794469), 81658 (JN542535), USDA
(JN542534), 13/E/03/BBR (EU104907), 14/E/03/BBR (EU104906),
ILTV/Brazil/2003/USP-09  (FJ477357),  ILTV/Brazil/2003/USP-06  (FJ477356),
ILTV/Brazil/2002/USP-02  (FJ477353),  ILTV/Brazil/2002/USP-01  (FJ477352),
WangGang (DQ995291), ILTV/Brazil/2008/USP-74(FJ794467), 2012/UFMG-1 clone 1
(KF786293), 2012/UFMG-2 clone 1 (KF786294), 2013/UFMG-1 clone 1 (KF786295),
2013/UFMG-2 clone 1 (KF786296).

TK geni i¢in referans suslar ve erisim numaralari: 2011/UFMG1 TK (KF786287), LTI-
IVAX (FJ444832), CEO vaccine strain Merial (HM230801), SP-Trachivax (EU423897),
TCO (EU360950), 2013/UFMG-1 (KF786290), 2013/UFMG-2 (KF786291),
2012/UFMG-2 (KF786289), 2012/UFMG-1 (KF786288), ILTV/Brazil/2003/USP-07
(GQ499341), CG (DQ522949), UL23 (AF435453), capsid p40, 3 ORFs, TK (D00565),
complete genome (NC006623), TCO (EU360950), TCO Switzerland (EU360950),
ILTV/Brazil/2007/USP-57 (FJ444847), V1-99 (JX646898), ILTV U.S. field isolate 632
(S83714), CHO04 (EU360946), 288269/2007 UL24 (HM230794), LIS09 (JX458822),
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ILTV/Brazil/2002/USP-02 (FJ444834), ILTV/Brazil/2004/USP-44 (FJ444843), CL9
(JN804827), ILTV/Brazil/2003/USP-22 (DQ786400).

3.16.3. aMPV’nin rRT-PCR ile identifikasyonu

Izolasyonu yapilan niikleik asitlerde aMPV’yi saptamak amaciyla QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Kit kullanildi.
N geni i¢in hazirlanan 25 pl’lik RT-PCR mixi:
2xQuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixi 12,5 ul

QuantiTect RT Mixi 0,25 ul
F primer (50 uM) 0,5 ul
R primer (50 pM) 0,5 ul
dH,0 6,25 pl
Kalip RNA Sul

Ependorf tiipler i¢inde hazirlanan mix, 1s1 dongiisii asagidaki sekilde hazirlanmis olan
rPCR’a yerlestirildi.
Reverse Transkripsiyon islemi 50°C’de 30 dakika

[k Denatiirasyon 95°C’de 15 dakika

Denatiirasyon 95°C’de 15 saniye

Baglanma 56°C’de 45 saniye } >0 dongii
Erime egrisi 65-95°C’de 0,5 °C/dongii

rPCR sonras1 Tm ve amplifikasyon egrileri kontrol edildi.
3.16.4. ARV’nin rRT-PCR ile identifikasyonu

Izolasyonu yapilan niikleik asitlerde ARV’yi saptamak amaciyla QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Kiti kullanildi.
S2 geni i¢in hazirlanan 25 pl’lik RT-PCR mixi:
2xQuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mixi 12,5 pl

QuantiTect RT Mixi 0,25 ul
F primer (50 uM) 0,5 ul
R primer (50 uM) 0,5 pul
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dH,0 6,25 pul

Kalip RNA 5l

Ependorf tiipler i¢inde hazirlanan mix, 1s1 dongiisii asagidaki sekilde hazirlanmis olan
rPCR’a yerlestirildi.

Reverse Transkripsiyon islemi 50°C’de 30 dakika

[k Denatiirasyon 95°C’de 15 dakika
Denatiirasyon 95°C’de 15 saniye

) 50 dongii
Baglanma 56°C’de 45 saniye
Erime egrisi 65-95°C’de 0,5 °C/dongii

rPCR sonrast Tm ve amplifikasyon egrileri kontrol edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ETY’ye inokulasyon sonuglari

Orneklerden virus izolasyonu amaciyla yapilan inokiilasyonlardan sonra
embriyolarda gelisen lezyonlarin olusumuna bakilmaksizin SPF ETY den incelenecek

virusun tipine gore allantoik s1vi, CAM ve sar1 kesesi 0rnekleri toplandi (Sekil 6).

‘

Sekil 6. SPF embriyolu tavuk yumurtalarina inokulasyon (a), 1sikla muayene (b) ve
inokulasyondan sonraki embriyodaki degisimlerin goriintiileri (c ve d).

4.2. Hemaglutinasyon sonuclari

93 Ornege ait inokiile edilmis ETY’lerin allantoik sivilart hemaglutinasyon
yoniinden test edildi ve 12 6rnegin hemaglutinasyon aktivitesi gosterdigi saptand1 (Sekil
7). Bu 12 6rnege (Y3, Y10, Y15, Y20, Y34, B6, B12, B17, B18, B31, B40, B47) ait
ETY nin allantoik sivilar1 ile NDV ve AIV antijenleri kullanilarak HI testi uygulamasi
sonucu hepsinin negatif oldugu sonucu goézlendi. Dolayisiyla, incelenen trakeal svab

orneklerinin tlimiiniin NDV ve AIV’yi barindirmadigina karar verildi.
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Sekil 7. Hemagliitinasyon aktivitesinin goriintiisii
4.3. rPCR

Calisma kapsaminda IBV, ILTV, aMPV ve ARV etkenlerinin yumurtaci ve
broyler kiimeslerde varligi rPCR metodu yardimiyla belirlenmistir. Buna gore toplam 93

ornekte etkenlerin goriilme sikliklari ve ylizdeleri Sekil 8’de 6zetlenmistir.

30=y%58,33
_ %46,67
(2]
S\ 20
o %31,25
0
e %22,22 %20,83 Y2444
2 10- %13,33
%8,33
%2,22 %4,44

IBV
ILTV
ARV

>
o
=
©

=
o~
©
o)
[}
4

Sekil 8. Broyler (n:48) ve yumurtaci (n:45) kiimesten alinan trakeal svabta etkenlerin
goriilme sikliklarina gore dagilimlari. Kirmizi renk broyleri, mavi renk yumurtacilar
temsil etmektedir. Yiizde hesaplamalarinda ¢oklu enfeksiyonlarin sikliklart géz ardi
edilmistir.

4.4. Coklu viral enfeksiyon varhgi

Sunulan bu ¢alismada viral etkenlerin 6rneklerdeki bireysel varliginin yanm sira

coklu sekilde bulunma durumlar1 da incelenmistir. Bu baglamda, yumurtaci ve broyler
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kiimeslerden elde edilen toplam 93 Ornekten 6’sinda (%6,45) IBV ve aMPV; 6’sinda
(%6,45) ise IBV ve ARV etkenlerinin birlikte bulundugu tespit edilmistir. Buna goére
IBV+aMPV c¢oklu enfeksiyonunun 5 (%11,11) yumurtaci ve 1 (%2,08) broyler kiimeste;
IBV+ARV c¢oklu enfeksiyonunun ise 1 (%2,22) yumurtact ve 5 (%10,42) broyler
kiimeste goriildiigl saptanmistir. Tiim O6rneklerin sadece 2’sinde (%2,15) ise IBV, aMPV
ve ARV etkenlerinin birlikte bulundugu ve bu iki 6rnegin de broyler kiimeslere ait
oldugu belirlenmistir. Yukarida belirtilen ¢oklu enfeksiyonlarin goriildiigii 6rneklerin

isimleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Coklu enfeksiyon goriinen yumurtaci ve broyler rnekler

Etken Yumurtact Broyler

IBV+aMPV Y11,Y14,Y32,Y33, Y37 B30

IBV+ARV Y18 B2, B7, B19, B24, B29
IBV+aMPV+ARV - B26, B39

Calisma kapsaminda tespit edilen viral etkenlerin bireysel ve ¢oklu bulunma
durumlarina ait grafikler yumurtaci ve broyler kiimesler icin sirasiyla Sekil 9 ve 10°da

verilmistir.

IBV

ILTV
aMPV 15 ARV

Sekil 9. Yumurtact 6rneklerde ¢oklu enfeksiyon sayilari
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Sekil 10. Broyler 6rneklerde ¢coklu enfeksiyon sayilari

aMPV

IBV

4.5. IBV i¢in rRT-PCR bulgular

Genetik analizler sonucunda, 45 yumurtact ve 48 broyler kiimesinden alinan 93
ornekten toplam 49’unda (%52,69) IBV yoniinden pozitiflik saptanmistir. Pozitif
orneklerin 21’inin (%42,86) yumurtaci, 28’inin (%57,14) ise broyler kiimeslere ait
oldugu tespit edilmistir. Degerlendirmede Ct (cycle threshold) degeri 38’in iizerinde
olan degerler negatif olarak kabul edilmistir. Buna gore, pozitif kontrolde pozitif deger
belirlenmis olup; negatif kontrolde ise herhangi bir deger gézlenmemistir. Ornekler ve

pozitif/negatif kontrollere ait rRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve sonuglarin

ARV

degerlendirilmesi Tablo 4’te sunulmustur.

ILTV

Tablo 4. rRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve sonuglarin degerlendirilmesi

Ornek numarast Ct degeri Degerlendirme Ornek numarast Ct degeri Degerlendirme
Y1 Negatif B4 Negatif
Y2 Negatif B5 Negatif
Y3 35,94 Pozitif B6 34,57 Pozitif
Y4 Negatif B7 32,61 Pozitif
Y5 Negatif B8 Negatif
Y6 - Negatif B9 - Negatif
Y7 28,84 Pozitif B10 32,48 Pozitif
Y8 Negatif B11 Negatif

65



Y9
Y10
Y11
Y12
Y13
Y14
Y15
Y16
Y17
Y18
Y19
Y20
Y21
Y22
Y23
Y24
Y25
Y26
Y27
Y28
Y29
Y30
Y31
Y32
Y33
Y34
Y35
Y36
Y37
Y38
Y39
Y40
Y4l
Y42
Y43
Y44
Y45

B1

B2

B3

35,23

25,13

27,06

27,68

32,44

28,57

28,63

37,12

29,45

29,02

31,87
28,12
30,19

33,79
33,52

24,08
32,47

33,17

33,09

33,00

Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif

Pozitif kontrol
Negatif konrol

B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35
B36
B37
B38
B39
B40
B41
B42
B43
B44
B45
B46
B47
B48

31,69

36,47
33,05
35,64

36,20

25,57
27,12
29,95
30,09
29,03
27,8

27,81

25,54
33,48
30,75
32,80
31,32
34,12
28,89
29,34
30,40
34,54
31,31
37,69

31,00

Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Negatif
Negatif
Negatif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif
Pozitif
Negatif
Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negatif

Y: Yumurtaci, B:Broyler
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Yumurtact ve broyler 6rneklerine ait TagMan prob tabanli rRT-PCR analizleri
sonucu pozitif saptanan Orneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 12 ve 13’te

gosterilmektedir. Bunun yami sira pozitif ve negatif kontrollere ait grafik Sekil 11°de

verilmistir.
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Sekil 11. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri.
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Sekil 12. Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 13. Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

4.5.1. Dizileme islemleri ve Filogenetik Analiz Bulgular

rRT-PCR analizi sonucunda pozitif bulunan 6rneklerden bes tanesi, S1 genine ait
cok degisken bolgenin bir kismini ¢ogaltan SX3+ ve SX4- primer ciftleri yardimiyla ¢ift
yonlii Sanger Sekans yontemi ile dizilenebildi. Bu baglamda, Y37, Y38, Y39, Y45 ve

B42 6rneklerine ait S1 gen sekanslart Sekil 14-18’de sunulmustur.

1 TAGGTTTATTGTATATCGAGAAAGTAGCACTAACACTACTTTAGAGTTAACTAATTTCACTTTTACT 67

68 AATGTAAGTAATGCTTCTCCTAATTCAGGTGGCGTITGATACTTTCCAATTATATCAAACACATACTG 134
135 CTCAGGATGGTTATTATAATTTTAATTTATCATTTCTGAGTAGTTTTGTGTATAAACCATCTGATTTTA 203
204 TGTATGGGTCATACCACCCAAATTGTAATTTTAGACCAGAGAATATTAATAATGGCTTATGGTTTAAT 271
272 TCATTATCTGTGTCACTTACTTACGGACCCATTCAAGGTGGTTGTAAGCAATCTGTATANAATAATA 338
339 AAGCAACTTGTTGCTATGCTTATTCTTACCGAGGTCCTACTANATGTAAGGGTGTTTATAGAGGTGG 405
406 AA 407

Sekil 14. Y37 6rnegine ait S1 gen sekansi

1 TAGGTTTATTGTATATCGAGAAAGTAGCACTAACACTACTTTAGAGTTAACTAATTTCACTTTTACT 67
68 AATGTAAGTAATGCTTCTCCTAATTCAGGTGGCGTTGATACTTTCCAATTATATCAAACACATACTG 134
135 CTCAGGATGGTTATTATAATTTTAATTTATCATTTCTGAGTAGTTTTGTGTATAAACCATCTGATTTITA 203
204 TGTATGGGTCATACCACCCAAATTGTAATTTTAGACCAGAGAATATTAATAATGGCTTATGGTTTAAT 271
271 TCATTATCTGTGTCACTTACTTACGGACCCATTCAAGGTGGTTGTAAGCAATCTGTATANAATAATA 338
339 AAGCAACTTGTTGCTATGCTTATTCTTACCGAGGTCCTACTANATGTAAGGGTGTTTATAGAGGTGG 405
406 AAAA 409
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Sekil 15. Y38 6rnegine ait S1 gen sekansi

1 TTTATTGTATATCGAGAAAGTAGCACTAACACTACTTTAGAGTTAACTAATTNNCACTTTTACTAAT 67
68 GTAAGTAATGCTTCTCCTAATTCAGGTGGCGTTGATACTTTCCAATTATATCAAACACATACTGCTC 134
135 AGGATGGTTATTATAATTTTAATTTATCATTTCTGAGTAGTTTTGTGTATAAACCATCTGATTTTATGT 203
204 ATGGGTCATACCACCCAAATTGTAATTTTAGACCAGAGAATATTAATAATGGCTTATGGTTTAATTCA 271
272 TTATCTGTGTCACTTACTTACGGACCCATTCAAGGTGGTTGTAAGCAATCTGTATACNAATAATAAA 338
339 GCAACTTGTTGCTATGCTTATTCTTACCGAGGTCCTACTANATGTAAGGGTGTTTATAGAGGTGGA 404

Sekil 16. Y39 6rnegine ait S1 gen sekansi

1 TITGITGTGTATCGTGAAACTAGTGTTAACACCACGTIGOTTITAACTAATTTCACCTITACAANTG 67
68 TAAGTAATGCCTCOGCCTAATACAGETOGTGTCAATACTATTAACATATATCAAACACAAACAGCTCA 134
135 GAGTGG T TATTATAATTTTAATTITICTITICTGAGTAGT ITTGITTATAAGCAGTCTGATTTTATGTA 203
204 TGEGTCTTAT CACCCAAAGTGTGATTITAGACCGGAAACTATTAATAATGETITGTGGTTTAATTCT 270
271 CTATCTGTITCACTAGCCTAT GGG CCGCTACAAGGTGETTGTAAGCAATCTGTATTHAATAATAGGE 337
338 CAACGTGTIGT TATGCT TATTCATACAATGETCCCCN T T TG TG TAAGGGTGT TTATAGAGETGGGA 403

Sekil 17. Y45 6rnegine ait S1 gen sekansi

1 TTTGNTGTGTATCGTGAAACTAGTGTTAACACCACGTTGGTTTTAACTAATTTCACCTTTACAAATG 67
68 TAAGTAATGCCTCGCCTAATACAGGTGGTGTCAATACTATTAACATATATCAAACACAAACAGCTCA 134

135 GAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCTTTTCTGAGTAGTTTTGTTTATAAGCAGTCTGATTTTATGTA 203
204 TGGGTCTTATCACCCAAAGTGTGATTTTAGACCGGAAACTATTAATAATGGTTTGTGGTTTAATTCT 270
271 CTATCTGTTTCACTAGCCTATGGGCCGCTACAAGGTGGTTGTAAGCAATCTGTATA 326

Sekil 18. B42 6rnegine ait S1 gen sekansi

Yapilan dizi analizi ile elde edilen niikleotid dizileri, NCBI’da bulunan GenBank
veri tabaninda tanimli olan referans suslara ait niikleik asit dizilimleriyle karsilagtirilmis
olup Y37, Y38, Y39 numarali 6rneklerin 4/91 standart susu ile, Y45 ve B42 numaral
orneklerin ise 1S/1494/06 (Israel Var2) standart susu ile %99 oraninda benzerlik tagidigi
belirlenmistir. Calismada IBV pozitif olarak belirlenen Orneklerle referans suslar
arasindaki taksonomik iligkiyi ortaya koymak amaciyla S1 geni baz alinarak filogenetik

agac olusturulmus olup Sekil 19°da sunulmustur.
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Sekil 19. Referans suslarin ve ¢alismadaki IBV pozitif 6rneklerin S1 geni baz alinarak

olusturulan filogenetik agag

4.6. ILTYV icin rPCR bulgular:

Gergeklestirilen rPCR analizleri sonucunda, 45 yumurtact ve 48 broyler
kiimesinden alinan 93 Ornekten toplam 11’inde (%11,83) ILTV yoniinden pozitiflik
saptanmistir. Pozitif 6rneklerin 10’unun (%90,91) yumurtaci, 1’inin (%9,09) ise broyler
kiimeslere ait oldugu belirlenmistir. Degerlendirmede Ct degeri 38’in iizerinde olan
degerler negatif olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, pozitif Orneklerin
belirlenmesinde amplifikasyon egrileri ile Tm karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Buna gore, pozitif kontrolde pozitif deger belirlenmis olup; negatif kontrollerde ise
herhangi bir deger gozlenmemistir. Ornekler ve pozitif/negatif kontrollere ait rRT-PCR
ile elde edilen Ct degerleri ve sonuclarin degerlendirilmesi Tablo 5’te sunulmustur.
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Tablo 5. rRT-PCR ile test edilen 6rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi

Ornek numarast Degerlendirme Ornek numarast Degerlendirme Ornek numarasi Degerlendirme
Y1 Negatif Y32 Negatif B18 Negatif
Y2 Negatif Y33 Negatif B19 Negatif
Y3 Negatif Y34 Negatif B20 Negatif
Y4 Pozitif Y35 Pozitif B21 Negatif
Y5 Negatif Y36 Negatif B22 Negatif
Y6 Negatif Y37 Negatif B23 Negatif
Y7 Negatif Y38 Negatif B24 Negatif
Y8 Pozitif Y39 Negatif B25 Negatif
Y9 Negatif Y40 Pozitif B26 Negatif
Y10 Negatif Y41 Pozitif B27 Negatif
Y11 Negatif Y42 Negatif B28 Negatif
Y12 Negatif Y43 Negatif B29 Negatif
Y13 Negatif Y44 Negatif B30 Negatif
Y14 Negatif Y45 Negatif B31 Negatif
Y15 Negatif B1 Negatif B32 Pozitif
Y16 Negatif B2 Negatif B33 Negatif
Y17 Pozitif B3 Negatif B34 Negatif
Y18 Negatif B4 Negatif B35 Negatif
Y19 Pozitif B5 Negatif B36 Negatif
Y20 Negatif B6 Negatif B37 Negatif
Y21 Pozitif B7 Negatif B38 Negatif
Y22 Negatif B8 Negatif B39 Negatif
Y23 Pozitif B9 Negatif B40 Negatif
Y24 Pozitif B10 Negatif B41 Negatif
Y25 Negatif B11 Negatif B42 Negatif
Y26 Negatif B12 Negatif B43 Negatif
Y27 Negatif B13 Negatif B44 Negatif
Y28 Negatif B14 Negatif B45 Negatif
Y29 Negatif B15 Negatif B46 Negatif
Y30 Negatif B16 Negatif B47 Negatif
Y31 Negatif B17 Negatif B48 Negatif

Y: Yumurtaci, B:Broyler

Yumurtac1 ve broyler drneklerine ait rPCR analizleri sonucu pozitif saptanan
baz1 6rneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 22°de gosterilmektedir. Ayrica SYBR Green
I ile belirlenen bu pozitif d6rneklere ait Tm grafikleri Sekil 23’te verilmistir. Bunun yani
sira pozitif ve negatif kontrollere ait amplifikasyon ve Tm grafikleri sirasiyla Sekil 20 ve

21°de verilmistir.
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Sekil 20. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri
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Sekil 21. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin Tm grafigi

247002
222302
1,97602
1,72801
1.48201
1,23801
£
0,98801
074101
0.48400
024700
0,00000

-0.24700

22

24 26 30 32 34 36

26
Cyele

Sekil 22. Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 23. Pozitif 6rneklere ait Tm grafigi

4.6.1. Dizileme islemleri ve Filogenetik Analiz Bulgular

ILTV pozitif 6rneklerin genotiplendirilmesi amaciyla gerceklestirilen dizileme
isleminde ICP4 geni fragment 1 i¢in 923 b¢ ve fragment 2 i¢in 747 bg¢ uzunlugundaki
bolge ve TK geni icin 783 b¢ uzunlugundaki bodlgeye ait ¢ift yonlii Sanger Sekans
yontemi ile dort ornek dizilendi. Yapilan analizler sonrasinda, Y8, Y23, Y35 ve Y40
orneklerine ait ICP4 geni baz alinarak gerceklestirilen genotiplendirme islemi ile elde
edilen gen sekanslar1 degerlendirilmis olup fragment 1’e ait goriilen mutasyonlar ve
pozisyonlart Tablo 6’da sunulmustur. Buna gore, Y40 orneginde, pozisyon 735°te
sitozin/timin degisikligi gézlenmistir. Ancak aminoasit dizisi incelendiginde degisimin
diger suslarda oldugu gibi serin aminoasitini kodladigi belirlenmistir. Dolayisiyla bu
degisikligin bir sessiz (silent) mutasyon olduguna karar verilmistir. Bununla birlikte ayn1
ornege ait dizilim incelendiginde pozisyon 814’te guanin/adenin degisimi gozlenmistir.
Meydana gelen bu yanlis anlamli (missense) mutasyon, aminoasit pozisyonu 272’de
glutamat/lizin degisikligine neden olmaktadir. Fragment 2’de ise herhangi bir mutasyon

gbzlenmemistir.
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Tablo 6. ICP4 geni fragment 1’de belirlenen mutasyonlar ve referans suslarla
karsilagtirilmasi

. Gen Pozisyonlari
Ornek

438 456 598 684 735 811 814
FJ477351 CEO vaccine Nobilis-ILT A A A A C G G
FJ477350 CEO vaccine Laryngo-Vac A A A G C G G
EU104900 CEO vaccine A A A A C G G
FJ477349 TCO vaccine LTI-IVAX G A G A C G G
EU104908 TCO vaccine G A G A C G G
KF786292 2011/UFMG clone 1 G G G A C A G
Y8 ILTV A A A A C G G
Y23_ILTV A A A A C G G
Y35_ILTV A A A A C X X
Y40_ILTV A A A A T G A

X: belirtilen bolge i¢in dizileme verisi bulunmamaktadir.

TK geni i¢in Y8, Y23, Y35 ve Y41 oOrneklerine ait gen sekanslari
degerlendirilerek gdzlenen mutasyonlar ve pozisyonlari Tablo 7’de verilmistir. Buna
gore Y8 Orneginde pozisyon 661°de adenin/timin degisikligi gézlenmistir. Buna baglh
olarak 221. aminoasitte asparajin/tirozin degisikligi meydana gelmistir ve dolayisiyla

ilgili mutasyon yanlis anlamli (missense) mutasyon olarak tanimlanmustir.

Tablo 7. TK geninde belirlenen mutasyonlar ve referans suslarla karsilastirilmasi

Gen Pozisyonlari

Ornek
540 568 650 661 797
HM230801 CEO vaccine Merial T A G A T
FJ444832 LTI-IVAX C A G A G
EU42389 SP-Trachivax C A A A T
EU360950 TCO C A G A T
KF786287 2011/UFMG C C G A T
Y8_ILTV C A G T T
Y23 _ILTV C A G A T
Y35_ILTV C A G A T
Y41_ILTV C A G A T

ICP4 geni baz alinarak gergeklestirilen dizi analizleri sonucunda elde edilen
niikleotid dizileri, NCBI’da bulunan GenBank veri taban1 temel alinarak referans suslara

ait niikleik asit dizilimleriyle karsilagtirnlmis ve filogenetik agag¢ Sekil 24’de
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sunulmustur. Ayn1 yontem uygulanarak TK geni temel alinarak sekillendirilen

filogenetik agac Sekil 25°te verilmistir.

FJ477365 1-BRAZIL

FJ477380.1_CEQ_WACCNE_LRYMNGO-VAC
‘ (51499345 1-Brazil

& v23_ILTv_Afyon

JME42536.1-US

Fl477351 1_CEO_WACCHE_NOBLTS-ILT

& 740 LTV _Adana

65‘

2]

@ v35_ILTY _Bursa
JMB04E27 1-Australia

JHBAEE9E.1_-Australia
o6 @ Y5 LTV _Izmir

JHA58522 1-CHINA

ELN04912.1-US

ELND4500_CEO_WACCNE

FJ754469.1-Peru
JME42635.1-US

JM542634.1_USDA_REF
FJ477349.1_TCO_VAC_LTI-MAK
EUN049058.1_TCO_WAC

ELN04907 1-US

EU104306.1-US

FJ477357 1-BRAZIL
FJ477356.1-BRAZIL
FJ477353.1-BRAZIL
FJ477352.1-BRAZIL
EU104811.1-US
EU104899-US
DE995291-_CHINA

&1

FJ724467 1-BRAZIL

5 KF786296.1-BRALIL

21 KF786295 1-BRAZIL
KF736294.1-BRAZIL

87 | KF736293.1-BRAZIL
KF786292.1-BRASIL
ELM04910.1-US

——
0.0009

Sekil 24. Referans suslarin ve galismadaki ILTV pozitif 6rneklerin ICP4 geni baz
alinarak olusturulan filogenetik agac

75



6 | ELEE0346-5WWITZERLANMD
| HM230794-ITALY

SEI714-USA

EU360950.1 TCO

GQ499341-BRAZIL

@ V5 ILTY Izmir
JHEAEE95- AUSTRALLA

® 23 ILTv_Afyon
EU423897.1 SP-TRACHYAX-TAMYAN

& 41 ILTv_Sakarya
FJ444547-BRASIL
KF7B6287-BRAZIL

g6 KF7BE265-BRAZIL

KF7BE289-BRAZIL
KF7E6290-BRAZIL
KF7EE291-BRAZIL

65

ELEE0950-TCO SWITZERLAMD

Fld44532 1 LTI-WAX-BRAZIL
HM230801.1 CEO WACCNE MERALITALY

AF435453-CHINA,

‘ DO0SE5-UNITED KINGDOM
MC O0B623- USA,

52‘

DR522949-CHIMNA,
JRAGEE2Z-CHINA,

& v35 ILT_Sakarya
DEFes400-SOUTHERM BRAZIL
FJ444834-BRAZIL

FJ444843-BRAZIL
11 D7EE401-50UTHERN BRAZIL
2zl ING04a27-AUSTRALLA

Sekil 25. Referans suslarin ve ¢alismadaki ILTV pozitif 6rneklerin TK geni baz alinarak
olusturulan filogenetik agag

4.7. aMPV

Calisma kapsaminda incelenen Orneklerde aMPV varliginin belirlenmesi

amaciyla yapilan analizler, 45 yumurtaci ve 48 broyler kiimesinden alinan 93 6rnekten
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toplam 10’unun (%10,75) aMPV pozitif oldugunu gdstermistir. Pozitif Orneklerin
6’sinin (%60) yumurtaci, 4’linlin (%40) ise broyler kiimeslere ait oldugu goriilmiistiir.
Degerlendirmede Ct (cycle threshold) degeri 38’in {izerinde olan degerler negatif olarak
kabul edilmistir. Buna gore, pozitif kontrolde pozitif deger belirlenmis olup; negatif
kontrolde ise herhangi bir deger gozlenmemistir. Ornekler ve pozitif/negatif kontrollere
ait rRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve sonuglarin degerlendirilmesi Tablo 8’de
sunulmustur.

Tablo 8. rRT-PCR ile test edilen 6rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi

Ornek numarast Degerlendirme Ornek numarasi Degerlendirme Ornek numarasi Degerlendirme
Y1 Negatif Y32 Pozitif B18 Negatif
Y2 Negatif Y33 Pozitif B19 Negatif
Y3 Negatif Y34 Negatif B20 Negatif
Y4 Negatif Y35 Negatif B21 Negatif
Y5 Negatif Y36 Negatif B22 Negatif
Y6 Negatif Y37 Pozitif B23 Negatif
Y7 Negatif Y38 Negatif B24 Negatif
Y8 Negatif Y39 Negatif B25 Negatif
Y9 Negatif Y40 Negatif B26 Pozitif
Y10 Negatif Y41 Negatif B27 Negatif
Y11 Pozitif Y42 Negatif B28 Negatif
Y12 Negatif Y43 Negatif B29 Negatif
Y13 Negatif Y44 Negatif B30 Pozitif
Y14 Pozitif Y45 Negatif B31 Negatif
Y15 Negatif Bl Pozitif B32 Negatif
Y16 Negatif B2 Negatif B33 Negatif
Y17 Negatif B3 Negatif B34 Negatif
Y18 Negatif B4 Negatif B35 Negatif
Y19 Negatif B5 Negatif B36 Negatif
Y20 Negatif B6 Negatif B37 Negatif
Y21 Negatif B7 Negatif B38 Negatif
Y22 Negatif B8 Negatif B39 Pozitif
Y23 Negatif B9 Negatif B40 Negatif
Y24 Negatif B10 Negatif B41 Negatif
Y25 Negatif B11 Negatif B42 Negatif
Y26 Negatif B12 Negatif B43 Negatif
Y27 Negatif B13 Negatif B44 Negatif
Y28 Negatif B14 Negatif B45 Negatif
Y29 Negatif B15 Negatif B46 Negatif
Y30 Pozitif B16 Negatif B47 Negatif
Y31 Negatif B17 Negatif B48 Negatif

Y: Yumurtaci, B:Broyler
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SYBR Green I bazli rRT-PCR analizleri sonucu pozitif saptanan bazi 6rneklerin
amplifikasyon egrileri Sekil 28’de verilmis olup bu pozitif 6rneklere ait Tm grafikleri
Sekil 29’da sunulmustur. Pozitif ve negatif kontrollere ait amplifikasyon ve Tm

grafikleri ise sirasiyla Sekil 26 ve 27°de verilmistir.
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Sekil 26. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri
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Sekil 27. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin Tm grafigi
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Sekil 29. Pozitif 6rneklere ait Tm grafigi

4.8. ARV

45 yumurtact ve 48 broyler kiimesinden alinan 93 6rnekten toplam 12’sinde (%12,90)
ARV yoniinden pozitiflik saptanmistir. Belirlenen bu pozitif 6rneklerin 2’sinin (%16,67)
yumurtact, 10’unun (%83,33) ise broyler kiimeslere ait oldugu goriilmiistiir.
Degerlendirmede Ct (cycle threshold) degeri 38’in {lizerinde olan degerler negatif olarak
kabul edilmistir. Buna gore, pozitif kontrolde pozitif deger belirlenmis olup; negatif

kontrolde ise herhangi bir deger gdzlenmemistir. Ornekler ve pozitif/negatif kontrollere
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ait rRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve sonuglarin degerlendirilmesi Tablo 9’de

sunulmustur.

Tablo 9. rRT-PCR ile test edilen 6rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi

Ornek numarast Degerlendirme Ornek numarast Degerlendirme Ornek numarasi Degerlendirme
Y1 Negatif Y32 Negatif B18 Negatif
Y2 Negatif Y33 Negatif B19 Pozitif
Y3 Negatif Y34 Negatif B20 Negatif
Y4 Negatif Y35 Negatif B21 Pozitif
Y5 Negatif Y36 Negatif B22 Pozitif
Y6 Negatif Y37 Negatif B23 Negatif
Y7 Negatif Y38 Negatif B24 Pozitif
Y8 Negatif Y39 Negatif B25 Pozitif
Y9 Negatif Y40 Negatif B26 Pozitif
Y10 Negatif Y41 Negatif B27 Negatif
Y11 Negatif Y42 Negatif B28 Negatif
Y12 Negatif Y43 Negatif B29 Pozitif
Y13 Negatif Y44 Pozitif B30 Negatif
Y14 Negatif Y45 Negatif B31 Negatif
Y15 Negatif Bl Negatif B32 Negatif
Y16 Negatif B2 Pozitif B33 Negatif
Y17 Negatif B3 Negatif B34 Negatif
Y18 Pozitif B4 Negatif B35 Negatif
Y19 Negatif B5 Negatif B36 Negatif
Y20 Negatif B6 Negatif B37 Negatif
Y21 Negatif B7 Pozitif B38 Negatif
Y22 Negatif B8 Negatif B39 Pozitif
Y23 Negatif B9 Negatif B40 Negatif
Y24 Negatif B10 Negatif B41 Negatif
Y25 Negatif B11 Negatif B42 Negatif
Y26 Negatif B12 Negatif B43 Negatif
Y27 Negatif B13 Negatif B44 Negatif
Y28 Negatif B14 Negatif B45 Negatif
Y29 Negatif B15 Negatif B46 Negatif
Y30 Negatif B16 Negatif B47 Negatif
Y31 Negatif B17 Negatif B48 Negatif

Y: Yumurtaci, B:Broyler

SYBR Green | bazli rRT-PCR analizleri yardimiyla pozitif saptanan bazi

orneklerin amplifikasyon egrileri Sekil 32’de sunulmustur. Bu pozitif 6rneklere ait Tm
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grafikleri Sekil 33’de gosterilmistir. Pozitif ve negatif kontrollere ait amplifikasyon ve

Tm grafikleri ise sirastyla Sekil 30 ve 31°de verilmistir.
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Sekil 31. Pozitif ve negatif kontrollerin Tm grafigi
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4.9. Enfeksiyonlarin goriildiigii bolgeler

Calisma sonucunda incelenen viruslarin goriildiigii iller Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Enfeksiyonlarin gorildiigi iller

Etken Tller

IBV Izmir, Afyon, Usak, Manisa, Balikesir, Sakarya, Kayseri, Adana, Elaz13, Van
ILTV Izmir, Afyon, Manisa, Bursa, Sakarya, Adana

AMPV Afyon, Aydin, Sakarya, Adana

ARV zmir, Afyon, Balikesir, Sakarya, Van
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5. TARTISMA ve SONUC

Solunum yolu enfeksiyonlart ekonomik ag¢idan kanatli sektoriinde oldukca
onemli problemlere neden olur. Enfeksiyonlarla spesifik miicadelede kullanilan
asilamalar, enfeksiyonlarin meydana getirdigi 6lim oranlari ve verim kayiplart bu
kayiplarm en dnemli nedenlerini olusturur. Ozellikle bu enfeksiyonlarla ilgili koruma
kontrol stratejilerinin belirlenmesi ve bu baglamda asilamalarin hangi suslar kullanilarak
yapilacagina ve ne siklikla kullanilacaklarina karar verilebilmesi solunum yolu
enfeksiyonlarinin varliklarinin  ve etkilerinin derinlemesine analiz edilmesi ile
miimkiindiir. Bunun ig¢in enfeksiyonlarin zamana bagli durum tespitlerinin veya
teshislerinin en uygun yontemlerle yapilmasi gerekmektedir. Bu baglamda, bu ¢alismada
solunum yolu enfeksiyonlarinin gilincel durumlarinin belirlenmesi ve “altin standart”
metotlarla enfeksiyonlarin tanisinin konulmasi hedeflenmistir.

Altin standart metotlar olarak OIE tani el kitapgiginda yer alan prosediirler
izlenerek solunum yolu enfeksiyonlarinda rol oynayan major viruslarin izolasyonuna
gidilmistir (OIE, 2018a, 2018b, 2018e). Calismamizda NDV ve AIV’lerin negatif
oldugu 6rneklerde IBV, ILTV, aMPV ve ARV izolasyonlar1 yapilmigtir. Tiim 6rneklerde
NDV ve AIV yoniinden negatiflik inokiile edilen ETY ’lerin allantoik sivilarinda HA ve
spesifik olarak HI aktivitelerinin olmayisi ile belirlenmistir. Bundan sonra 6rneklerdeki
IBV, ILTV, aMPV ve ARV varlig1 embriyolu yumurtalarin allantoik sivilari ile birlikte
CAM’lan 6rnek olarak kullanarak rPCR ile belirlenmistir. Bu amagla, rPCR yontemleri
pozitif kontrol virus suslart ile denenerek, tiim testlerle ilgili viruslara spesifik
amplifikasyonlar elde edilmis, bu denemelerden sonra rPCR tiim saha Orneklerine
uygulanmistir. Aslinda virus izolasyonu islemlerinde virus varliklarint CAM ve allantoik
stvida identifiye etmek icin virus karakterine uygun olarak kullanilan bagka testler de
bulunmaktadir. Ornegin, IBV identifikasyonu i¢in IFA, IPA (immunoperoxidase assay),

HI, VN, ELISA, AGP (de Wit, 2000), ILTV identifikasyonu i¢in IFA, IPA, ELISA, VN,
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AGP (Hidalgo, 2003), aMPV identifikasyonu i¢in IFA, IPA, ELISA, serum
notralizasyon testi (Baxter-Jones, Wilding, & Grant, 1986; Eterradossi, Toquin, Guittet,
& Bennejean, 1995; Gharaibeh & Algharaibeh, 2007; Majo, Allan, O'loan, Pages, &
Ramis, 1995) ve ARV identifikasyonu i¢in AGP, VN, IF, ELISA (Jones, 2000) gibi
testler yapilsa da rPCR giiniimiizde tiim bu viruslarin identifikasyonunda kullanilan en
duyarli ve spesik yontem durumundadir. Ayrica rPCR haricindeki bu serolojik ve
immunolojik testlerin isgiicli, deneyimli ¢alisan ve laboratuvar gereksinimi ile birlikte
uzun zaman almalar1 ve bu testlerin ayni1 giivenilirlikle tekrarlanabilirliklerinin diisiik
olmast gibi durumlar goézoniine alindiginda son yillarda rutin uygulamalarda bu
yontemlerin kullanimlarin1 ortadan kaldirmustir (Cecchinato et al., 2013; Crespo,
Woolcock, Chin, Shivaprasad, & Garcia, 2007; de Wit, 2000; Jones, 2000).
Calismamizda da pozitif kontroller ve saha Ornekleri kullanilarak yapilan rPCR
testlerinin etkili bir sekilde viruslarin identifikasyonlarinda kullanilabildigi goriilmiistiir.
Sonug olarak ¢alismamizda rPCR testlerinin virus identifikasyonlarinda saglikli, hizli ve
giivenilir bir sekilde uygulanabilecegi gézlenmistir.

Calismamizda klinik ornek olarak trakeal svab Ornekleri iilkemizin tavuk
yetistiriciliginin en yogun oldugu bdlgelerde yer alan Bolu, Sakarya, Bursa, Balikesir,
Manisa, Usak, Afyon, Izmir, Aydin, Denizli, Kayseri, Adana, Elaz13, Ankara ve Van
gibi illerde bulunan solunum sistemi enfeksiyonu goriilen isletmelerden rastgele
orneklem metoduyla se¢ilmis ve bu sayede tiim iilkemiz tavuk¢ulugunda sorun olan
solunum yolu virus enfeksiyon prevalanslar1 belirlenebilmistir. Bu trakeal svab ornekleri
virus izolasyonu i¢in uygun sekilde ETY ’lere inokiile edilip virus izole edildikten sonra,
ETY lerin CAM ve allantoik s1v1 karisimlarindan izole edilen niikleik asit templeytlerine
her bir virusa spesifik rPCR testi uygulanarak, enfeksiyon tanis1 konmus ve tiim
orneklerdeki tablo degerlendirilerek enfeksiyonlarin prevalanslari ortaya ¢ikarilmistir.
Bu baglamda, iilkemizde prevalansi en yiiksek solunum yolu virus enfeksiyonu toplam
olarak % 52,69 ile IBV olarak belirlenmistir. Bu IBV prevalans dominantlig1 broyler ve
yumurtact olmak iizere her iki yetistirme tipinde de goriilmiis ve bu yiiksek prevalansin
IBV’nin hala kontroliinde primer ve kritik bir uygulama olan agilmalarin uygun bi¢cimde

yapilamadigi, as1 viruslariyla saha viruslarinin koruyuculuklarinin 6rtiismedigi kanatine
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vartlmistir. Bilinmektedir ki IBV enfeksiyon kontrolii tiim diinyada IBV’lerin
koruyuculukla ilgili protein antijenlerini kodlayan S1 gen bolgelerinde siklikla goriilen
nokta mutasyonlar ve rekombinasyon sonucunda olduk¢a problemli bir haldedir. Bu
problemin ¢oziimii ise S1 gen bolgesinin kritize edilerek uygun protektif as1 suslariin
secimi ile miimkiindiir (Gelb Jr, Weisman, Ladman, & Meir, 2005; Kahya et al., 2013;
Worthington et al., 2008). Calismamizdaki IBV enfeksiyonunun hem broyler hem de
yumurtaci siiriilerdeki oldukca yiiksek prevalansi, bu enfeksiyonun kontroliinde etkin bir
asilama stratejisinin  lilkemizde hala gelistirilemedigini  gosterir  niteliktedir.
Calismamizda yumurtact ve broyler siiriilerde IBV enfeksiyonunun ¢ogunlukla tek
basma oldugu (%37,63), nadiren de olsa aMPV ve ARV enfeksiyonlar ile birlikte
gozlendigi belirlenmistir. Bayraktar et al. (2018), Tiirkiye’deki broyler kiimeslerinden
alman klinik 6rneklerden %7,2’sinde aMPV tespit etmistir. Bu Orneklerin hepsinde
ayrica IBV (Israil varyant-2 ve 793/B) de pozitif bulunmustur. Andreopoulou et al.
(2019) Yunanistan’da IBV ve aMPV prevalasini belirlemek icin yaptiklari ¢alismada,
broyler ve yumurtaci kiimeslerin %383,96’sinda IBV, %30,18’inde aMPV pozitif
bulmustur. Bu 6rneklerin %68’inde IBV ve aMPV birlikte saptanmistir. Calismamizdan
elde edilen verilerin tersine, Tucciarone et al. (2017) italya’daki broyler kiimeslerinde
yaptiklar1 ¢alismada aMPV’nin bireysel olarak da yogun oldugunu belirlemistir.
Calismamizda prevalansi en yliksek ikinci enfeksiyonun ARV enfeksiyonu oldugu
gozlenmektedir. Belirlenen bu yiiksek prevelansina ragmen genel tabloya bakildiginda
ARV’nin tek basina solunum yolu enfeksiyonunu olusturdugu olgularin gerek broyler
(ladet) gerekse yumurtact (3 adet) siiriilerde olduk¢a az oldugu saptanmistir. Bu durum
ARV enfeksiyonlarinin ¢ogunlukla IBV gibi daha dominant virus enfeksiyonlariyla
birlikte (7 adet) seyrettigini gostermistir. Genel olarak, ARV enfeksiyonlari, kanatlilarda
solunum yolu hastaliklarinin primer nedeni olarak kabul edilmemektedir, ancak ilk rapor
edilen ARV, civcivlerde hafif bir solunum yolu hastaligina neden olmustur. Bagka bir
izolatin ise kendi basina solunum yolu hastaligina neden olmamasina ragmen, diistik
patojeniteye sahip bir Mycoplasma gallisepticum susu ile kombinasyonu halinde
solunum bulgulart ve lezyonlarini olusturdugu goézlenmistir (Menendez, Calnek, &

Cowen, 1975). Yukarida belirtildigi gibi, IBV enfeksiyonuna sekonder olarak katilim
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aMPV’de de olduk¢a fazladir. Bu sonuglar, iilkemizde ARV ve aMPV
enfeksiyonlarmin sahada tek baslarina problemlere yol a¢madigni, ancak IBV
enfeksiyonu ile birlikte ekonomik kayiplar1 artiracak bir sekilde bulundugunu
diisiindiirmektedir. Diger taraftan ILTV enfeksiyonunun sasirtici bir sekilde diger 3 virus
enfeksiyonundan farkli; ancak IBV enfeksiyonuna benzer bi¢imde higbir virusla birlikte
olmaksizin gerek yumurtacilarda gerekse broylerlerde tek basina %11,8 oraninda
prevalansa sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum iilkemizde ILTV enfeksiyonunun
yadsinamayacak diizeyde oldugu, gelecekte uygun asilama stratejilerinin uygulanmadigi
takdirde vakalarin artabilecegi kanaatini uyandirmaktadir. Calismamizin sonuglari,
solunum yolu virus enfeksiyonlar1 birlikteliginin IBV enfeksiyonlarinda gortilebildigini
ancak ILTV vakalarinda coklu enfeksiyonlarin bulunmadigini gostermektedir. Bu
bulgularimiza ek olarak Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae,
Avibacterium paragallinarum, Pasteurella multocida gibi bakteriyel solunum yolu
enfeksiyonlarin varliginin ve katilim diizeylerinin belirlenmesi konusunda daha detayli
bir ¢alismanin yapilmasinin da elde edilen verilerin daha anlamli hale gelmesine katki
saglayacag diisiincesindeyiz.

Calismamizin bir diger kisminda IBV izolatlarinin, S1 gen bolgesinin ¢ok
degisken  bolgelerini  kapsayacak bir kisminin  niikleotid  dizilenmesi  ile
genotiplendirilmesi ve genotiplendirilen izolatlarin diinyadaki diger IBV izolatlariyla
genetik yakinliklarinin incelenmesi hedeflenmis ve ¢alismada 5 izolatin S1 gen bolgesi
dizilenebilmistir. Dizileme islemi i¢in literatiirde bulunan veya kendimizin dizayn ettigi
primerler denenmis, yalnizca SX primerleri ile yukarida da belirtildigi gibi 5 izolatin S1
gen Dbolgesinden yaklasik 393 bg¢’lik bir bolgenin nested-PCR ile dizilemesi
saglanabilmistir. Standart suglarin kullanildigi PCR reaksiyonlarinda farkli primer
kombinasyonlar1 denenmis olmasina ragmen sadece SX primerleri ile dizilemenin
basarili olmasmin bir¢cok teknik nedeni olabilecegi g6z Oniinde bulundurulmus olup
yontemde ¢ok sayida parametre degistirilerek farklt modifikasyonlar denenmistir. Ancak
SX primerleri kullanilarak standart IBV suslari ile basar1 saglanabilmis ve bu primerlerin
kullanimzt ile 5 izolat genotiplendirilebilmistir. Bunun sonucu yumurtaci siiriilere ait 3

adet izolatin 4/91 ile %99 oraninda genetik benzerlik tasidigi; biri broyler digeri
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yumurtact 2 izolatin ise IS/1494/06 (Variant 2) ile %99 oraninda benzer oldugu tespit
edilmistir. 44 adet IBV izolatinin dizilenemedigi g6z Oniinde bulunduruldugunda,
ilkemizde yaygin veya dominant olan genotipin adin1 vermek burada ¢ok da bilimsel bir
yaklasim  olmayacaktir  diisiincesindeyiz. Ancak yaptigimiz  ¢alismalar ve
deneyimlerimiz bize IBV izolatlarinin hepsinin S1 gen bazli genotiplendirmelerinin tek
bir primer ¢ifti ile yapilmasmin olanakli ve/veya kolay olmadigini gostermektedir.
Ozetlemek gerekirse, S1 gen bolgesinde olusan degisimlerle farkli mutant IBV
izolatlarinin tek bir primer ¢ifti ile kolayca tiplendirilmesinin pek de miimkiin
olmayacagi kanisindayiz.

Tiirkiye bulundugu cografya agisindan degerlendirildiginde, kanatli endiistrisi
bakimindan 6nemli bir yere sahiptir ve bu baglamda, Avrupa ile Asya arasinda bir koprii
gorevi gormektedir (Yilmaz et al., 2016). Ancak her gecen giin hacmini arttiran bu
endistride IBV gibi etkenlerin neden oldugu enfeksiyonlar 6nemli ekonomik kayiplara
yol agmakta ve bu sebeple de etkenlere ait teshisin daha giivenilir olan genomik
yontemlerle gerceklestirilmesi giderek onem kazanmaktadir. Farkli iilkelerde S1 gen
bolgesi baz alinarak IBV’ye ait genotiplendirme ¢alismalart yapilmistir (Abro et al.,
2012; Awad, Baylis, & Ganapathy, 2014; Bochkov, Batchenko, Shcherbakova, Borisov,
& Drygin, 2006; Kahya et al., 2013; Mahmood, Sleman, & Uthman, 2011; Meir et al.,
2004; Worthington et al., 2008). Ayrica, Najafi et al. (2016) Iran’in farkli bdlgelerindeki
broyler kiimeslerinden elde edilen Orneklerden ilk defa IBV izolasyonu ve
karakterizasyonunu yapmistir. Toplam 118 IBV izolatindan en sik goriilen Var2 ve 4/91
olarak belirlenerek bu suslarin sikliklarinin sirasiyla %34 ve %21 oldugu, daha az
siklikta ise QX (%10), 1S/720 (%8), Massachusetts (%4) ve IR-1 (%3) genotiplerinin
oldugu bulunmustur. iran’da yapilan diger calismalar, Iran izolatlarinin Var2, 4/91,
Massachusetts, QX, 1S/720, IR-I ve IR-II genotipleriyle yakin iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Gholami, Karimi, Ghalyanchi Langeroudi, Hashemzadeh, & Vasfi Marandi,
2018; Hamadan et al., 2017; Homayounimehr, Pakbin, Momayyez, & Fatemi, 2016;
Hosseini, Fard, Charkhkar, & Morshed, 2015; Saadat et al., 2017; Yousefi, Bassami,
Kalidari, & Seno, 2019). Benzer sekilde Ganapathy, Ball, & Forrester (2015) 2009-2014

yillar1 arasinda Orta Dogu’da sirkiile eden IBV suglarimi genotiplendirmistir.
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Genotiplendirme sonucunda en yiiksek iki genotipin 793/B (43.66%) ve 1S/1494/06
(18.31%) oldugu tespit edilmistir. Mass, IS/885/00, Q1 ve D274 genotiplerine ait suslar
da diistik oranda olmakla birlikte varlig1 bildirilmistir. Seger et al. (2016) Irak’ta 2013-
2014 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada %46,8 oraninda IS/1494/06 ve %40,6 oraninda
793/B, %9,3 oraninda QX ve %3,1 oraninda DY 12-2 bulmustur. Al-Shekaili, Baylis, &
Ganapathy (2015) ise Umman’daki kanatli isletmelerinde 4/91°in en baskin sus
oldugunu (%66,67); M41 (%5,12), D274 (%5,12), Var2 (%2,56) ve 1S/885/00 (%2,56)
suslarinin ise incelenen diger suslara gore daha diisiik bir siklikta gozlendigini
bildirmislerdir. Misir’da Massachusetts D3128, D274, D-08880, 4/91, Egypt/Beni-
Suef/01(Varl) genotipleri tespit edilmistir.

Avrupa’daki ¢aligmalarda ise goriilme sikliklar1 farkli olmakla birlikte benzer
suslarin sahada bulundugu bildirilmistir. Kiss et al. (2015) Macaristan’da %58,8
oraninda 4/91, %35,3 oraninda QX ve %5,9 oraninda D274 IBV suslarimi tespit
etmiglerdir. de Wit, Cazaban, Dijkman, Ramon, & Gardin (2018) bir¢ok Avrupa
iilkesinde (Fransa, Almanya, Yunanistan, irlanda, Italya, Hollanda, Polonya, Portekiz,
Ispanya, Birlesik Krallik) 793/B genotipinin en yiiksek oranda goriildiigiinii saptamstir.
Bu genotipi QX, Massachusetts (Mass) ve Xindadi-benzeri suslar izlemistir. Q1, Ark,
D274, D1466, Italy-02 ve B1648 genotiplerine ait suslarin da diisiik oranda olmakla
birlikte varlig: tespit edilmistir.

Bu calismanin dizileme verileri lilkemizde yumurtact ve broyler siiriilerinde
astlamalara ragmen Var2 ve 4/91-iliskili IBV enfeksiyonlarinin devam ettigine isaret
etmektedir. Tirkiye’de IB’ye ait sorunlarin uzun yillar 6nce de var oldugu serolojik
caligmalarla ortaya koyulmaya calisilmistir. Bu baglamda tilkemizde 1980’li yillardan
itibaren IBV enfeksiyonlarinin tespit edildigi bildirilmistir (Coven, Ergiin, Orhan,
Karacali, & Deveci 1994; Demirozii, Altindz, & Alp, 1989; Sen, Sonmez, Caner, &
Ozyigit, 2002). Celebi (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Ege bolgesinden toplanan
serum Orneklerinden ELISA ile M41, HI testi ile 4/91 ve D274 suslarina karst olusan
antikorlar saptanmigtir. Akan et al. (2007) tarafindan RT-PCR ve Floresan antikor
teknigi karsilastirmali olarak yapilmis ve RT-PCR ile %19,4, FAT ile %15,5 oraninda

pozitiflik bulunmustur. Calismada ayn1 zamanda ETY’de yapilan izolasyonu takiben
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toplanan allantoik sivilardan ve direkt orneklerden RT-PCR yapilmis ve sonuglar
karsilastirilmistir. Bu baglamda, ETY de izolasyon sonrasinda yapilan PCR’1n teshiste
daha uygun bir yontem oldugu bildirilmistir. Ancak Akan et al. (2007) tarafindan
gerceklestirilen bu ¢alismada virusa ait genetik karakterizasyon yapilmamistir. Onen
(2011)’in yaptig1 calismada ise rRT-PCR ile IBV saptanmasi ve S1 geninin dizilemesi
sonucu Tirkiye’deki suslarin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. S1
bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan ilk primerler ile herhangi bir sonu¢ elde
edilemezken sonrasinda secilen farkli primerler ile gerceklestirilen ikinci amplifikasyon
sonrasindaki elektroforez isleminde 6rneklere ait pozitif bantlar elde edilmistir. Ancak
GenBank’taki diger IBV’lerle benzerlik géstermemistir. Tiirkiye’deki IBV varyantlarina
ait genetik karakterizasyonun gergeklestirildigi ilk kapsamli ¢aligma Kahya et al. (2013)
tarafindan yapilmistir. Bu baglamda sunulan tez caligmasinda da yer alan Var2 genotipi
Kahya et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada rapor edilmistir. Benzer sekilde,
Yilmaz et al. (2016) da {ilkemizde dominant genotipin Var2 oldugunu ve bunun yaninda
diger genotiplerin H120, 4/91 oldugunu bildirmislerdir. Aral (2016) tarafindan yapilan
bir calismada da solunum sistemi problemi goriilen tavuk siiriilerinden elde edilen IBV
izolatlarinin 1S/1494/06 ve M41-iliskili oldugu belirlenmis ve bu durum da Tiirkiye’deki
IBV sorunlarinin ¢ogunun Israel Var2 kaynakli oldugunu desteklemistir. Bu sonuglar
dogrultusunda iilkemizde 4/91, M41 ve Var2 varyantlarinin IB’den sorumlu oldugundan
s0z etmek olanakli olmasia karsin, gergek IBV genotipi baskinligini veren tablonun,
ancak c¢alismamizdaki tiim izolatlarin S1 gen dizilemelerinin basarili bir sekilde
gerceklestirilebilmesi  sonucunda miimkiin  olabilecegi asikardir. IBV’ye ait
genotiplendirme sonuglar1 bize sahada kanath siiriilerimizi IBV enfeksiyonundan
korumada, as1 suslarmin hangilerinin segilecegi veya diger bir deyisle hangi
protektotiplerin kullanilacag1 konusunda fikir veren en degerli veridir. Kisaca sahada S1
gen bolgesi bakimindan as1 suslarindan %10 gibi bir farkliliga sahip IBV izolatlarinin
varligi, bu as1 suslarinin saha suglarinin korunmasinda kullanilamayacagini isaret eder
(Jackwood & de Wit, 2013). Bu baglamda isletmelerde IB sorunlarinin halen devam

ediyor olmasi, sahada hala farkli genetik yapida IBV’lerin bulunabilecegi ve/veya asi
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uygulamalarinin etkin ve kontrollii bir sekilde yapilamadigi gibi durumlari akla
getirmektedir.

Calismamizda izole edilen ILTV izolatlarinin incelenen ICP4 bolgelerinin birbiri
ile identikal olduklar1 gozlenmis ve ICP4 geninin 272-283 bg bolgesinde bir delesyonun
olmadig1 saptanmistir. Bilindigi gibi ILTV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu ve
diferensiasyonu ILT hastalik salginlarina neden olan viruslarin orijininin ortaya
koyulmasinda 6nemli epidemiyolojik veriler niteligindedir. Bu baglamda daha o6nce
yapilmis olan arastirmalar ILTV genomunda ICP4 spesifik gen bdolgesinin
incelenmesiyle, ILTV as1 ve saha suslarinin giivenle ayrilabilecegini gostermistir
(Chacon & Ferreira, 2009; Chacon, Mizuma, & Piantino Ferreira, 2010; Creelan,
Calvert, Graham, & McCullough, 2006; de Macedo Couto et al., 2015). Bu ¢alismadaki
izolatlarda CEO (Chicken embryo-origin) ve TCO (tissue culture-origin) asi viruslarinda
goriilen 272-283 bg bolgelerindeki delesyonun olmamasi, bu suslarin as1 kokenli
hastalik viruslar1 olmadiginin isaretidir. Bu durum {iilkemizde ILTV salgmlarinin saha
kokenli ILTV’ler tarafindan olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica, yumurtaci
kiimeslerden alinan bir 6rnekte niikleotid pozisyonu 735°te sitozin/timin degisikligi ile
karakterize bir nokta mutasyonu bulundugu saptanmistir. Ancak aminoasit dizisi
incelendiginde bu mutasyonun herhangi bir aminoasit degisikligine neden olmadig1 ve
dolayisiyla bir sessiz mutasyon olarak degerlendirilebilecegi kanisina varilmistir. Ayni
Ornege ait sekans analizinde pozisyon 814’te ise bir guanin/adenin degisiminin
bulundugu ve meydana gelen bu mutasyonun aminoasit pozisyonu 272’de glutamat/lizin
degisikligine neden olan bir yanlis anlamli (missense) mutasyon oldugu belirlenmistir.
Yukarida belirtilen bu mutasyonlar ve olast etkilerine ait literatiirde herhangi bir benzer
caligmaya rastlanmamistir. TK geni goz Oniine alindifinda yumurtaci kiimesten alinan
bir drnekte niikleotid pozisyonu 661°de adenin/timin degisikligine neden olan bir nokta
mutasyon saptanmistir. Bu mutasyon, aminoasit pozisyonu 221’de asparajin/tirozin
degisimine neden olmus ve dolayisiyla bu mutasyon yanlig anlamli (missense) mutasyon
olarak degerlendirilmistir. Ilgili mutasyon hakkinda literatiirde herhangi bir bilginin yer
almadig1 gorilmektedir. ILTV ile ilgili hem ICP4 hem de TK genlerinde yer alan ve bu

caligma ile tanimlanmis olan nokta mutasyonlarin genomik ve epidemiyolojik
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Ozelliklerinin daha ayrintili bir sekilde ortaya koyulabilmesi i¢cin daha kapsamli
molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Epidemiyolojik a¢idan énemli bir diger nokta da,
bu ¢alismadaki izolatlarin virulenslerinin ne oldugu ile ilgilidir. Bunu aydinlatmak i¢in
yaptigimiz ¢alismada TK geninin kodladigi protein yapisi i¢inde 252. pozisyondaki
amino asitin ne olduguna bakilmistir. Bu amino asidin izolatlarimizda treonin oldugu
gbzlenmig, bundan dolayr ILTV izolatlarinin diisiik virulensli olduklarina karar
verilmistir. Aym1 pozisyondaki amino asitin metiyonin olmasi bu izolatlarin yiiksek
virulense sahip oldugunun bir gostergesidir (Hidalgo, 2003). Tim ICP4 ve TK gen
analiz sonuglarima bakilarak, genel bir degerlendirme yapildiginda, iilkemizde ILT
hastalik vakalarindan sorumlu viruslarin diigiik virulensli saha virusu yapisinda olduklari
anlagilmaktadir. ICP4 ve TK genlerinin dizilenen bolgelerine gore yapilan filogenetik
analizler virulens ve sus orijini hakkinda bilgi vermemektedir. Bu analizler sonucunda
elde edilen filogenetik agaclar incelenen tiim gen bolgelerine baglh olarak izolatlarin
diger standart ILTV izolatlar1 ve bazi iilke izolatlariyla genel genetik yakinliklarim
ortaya koyma agisindan bir anlam ifade etmektedir.

ILTV’ye ait gE, gG, ICP4, TK gibi farkli gen bolgelerinin PCR-RFLP, PCR ve
dizileme yontemleri ile incelenerek gercgeklestirilen virus identifikasyonu, sus ayrimi
veya virusun virulensini belirlemede biiyiilk Oneme sahiptir. Son yillarda yapilan
caligmalarda bir¢ok iilkede ILTV’nin epidemiyolojik durumu belirlenmistir. Couto ve
ark. (de Macedo Couto et al., 2015) Brezilya’daki yumurtaci kiimeslerden tespit edilen
ILTV’lerin molekiiler karakterizasyonunu yapmislardir. Bunun sonucunda 1CP4 ve TK
gen bolgelerinin amplifikasyonu ve dizileme islemi ile salginlara diistik virulensli saha
suglarinin sebep oldugu bulunmustur. Creelan ve ark. (Creelan et al., 2006) ILTV nin
ICP4 ve TK genlerini hedefleyen rPCR, RFLP ve dizilemeden olusan hizli bir diagnostik
yontem gelistirmislerdir. Bu sayede saha suglarinin hem mutant olmayan (vahsi tip: wild
type) hem de as1 orijinli olabilecegini gostermislerdir. Ayn1 zamanda TK genini de
inceleyen arastirmacilar aminoasit pozisyonu 252°de treonin varligi nedeniyle incelenen
suslarin diisiik virulensli oldugu sonucuna varmislardir. Neff, Sudler, & Hoop (2008)
sekiz farkli Bat1 Avrupa iilkesinden 35 y1l boyunca akut salginlardan toplanan 104 saha

izolatinin benzerliklerini incelemislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore biitiin izolatlarin
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TK geni acgisindan oldukg¢a yiiksek genetik benzerlik gosterdigi ve saha izolatlarinin
cogunlukla (%94,23) as1 suslarina yakin oldugu belirlenmistir.

Gulacti et al. (2007) 2003 yilinda Elazig’da yumurtact bir kiimeste, Yavuz et al.
(2018) 2014 yilinda Orta Anadolu bolgesindeki yumurtaci kiimeslerde ILTV varligini
bildirmislerdir. Ozdemir (2007) tarafindan gerceklestirilen calismada, farkli illerdeki
broyler ve yumurtaci kiimeslerden alinan toplam 96 6rnekte PCR ve ELISA yontemleri
kullanarak virus prevelansi incelenmis olup broylerlerden alinan 44 6rnegin {iciiniin;
yumurtacilardan alinan 52 6rnegin ise 11’inin ILTV pozitif oldugu gozlenmistir. Kaya &
Akan (2018) ise yaptiklari galismayla Tirkiye’de broyler damizliklardaki ilk ILTV
tespitini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu tespiti PCR ve dizileme yOntemleriyle
gerceklestirmistir. Calismamizdaki veriler g6z oniline alindiginda, iilkemizde 6nceden
yapilan ¢alismalarla benzer bir tablonun oldugu ve ILTV’nin hem yumurtact hem de
broyler kiimeslerde goz ardi1 edilemeyecek bir frekansa sahip oldugu gozlenmistir.

Genel olarak degerlendirildiginde klinik solunum yolu semptomu gdsteren
vakalardan izole ettigimiz ILTV’ler daha Onceden enfekte olmus tavuklarda bulas
kaynakli viruslar olarak degerlendirilebilir. Bu agidan hastalikla ilgili bolgesel izleme
programlari, karantina tedbirleri, altliklarin taginmasinin engellenmesi ve hayvan
hareketlerinin kisitlanmasi gibi genel biyogiivenlik onlemleri yanisira 1yi diigtiniilmiis
asilama stratejileri ile Tiirkiye’de ILTV salginlarinin ilerlemesinin veya yayilmasinin
Oniine gegilebilecegi diislincesindeyiz.

Caligsma biitiiniiyle ele alindiginda asagidaki temel sonuglar elde edilmistir:

1. Calismamizda, solunum yolu enfeksiyonuna sebep olan prevalansi en yiiksek virus
IBV olarak saptanmistir. Asilamaya ragmen goriilme sikliginin yiiksek olmasi sahadaki
IBV varyantlarinin diizenli olarak takip edilmesinin ve saha susuna uygun asilama
yapilmasinin faydali olacagini diistindiirmektedir.

2. aMPV ve ARV cogunlukla IBV ile birlikte enfeksiyona sebep olmustur.

3. ILTV tespit edilen kiimeslerde ¢oklu enfeksiyon goriilmemistir.

4. IBV’ye ait S1 gen bolgesi dizileme islemi sonucunda 4/91 ve IS/1494/06

genotiplerinin varligi tespit edilmistir.
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5. Calismada tespit edilen ILTV’lerin diisiik virulensli ve saha kokenli oldugu

belirlenmistir.

Tiirkiye’de solunum yolu enfeksiyonlar1 ekonomik yonden biiylik kayiplara
neden olmaktadir. Bu hastaliklarin daha yogun bir sekilde glincel molekiiler yontemlerle
aragtirtlmas1 ve sahada enfeksiyona yol agan varyantlarin degerlendirilmesinin etkili
teshis ve asilama stratejilerinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadig

diistiniilmektedir.
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aMPV
ARV
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CEF
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CEO
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DNA
DRV
ETY
FPV
GaHV-1
gE

GRV
HA
HI
HVR
HVT
IB
IBDV
IBV
ICP4
IFAT
IF
ILTV
IPA
NDV
NS
OIE
ORF
PBS
PCR
RFLP

7. SIMGE ve KISALTMALAR

mikrolitre

Agar gel immunodifiizyon

Avian Influenza Virus

Avian Metapneumovirus

Avian Reovirus

Koryoallantoik membran

Chicken embriyo fibroblast
Chicken embryo liver

Chicken embryo origin

Cycle threshold
Deoksiriboniikleik asit

Duck reovirus

Embriyolu tavuk yumurtasi
Fowlpoxvirus

Gallid alphaherpesvirus 1
glikoprotein E

glikoprotein G

Geese reovirus

Hemaglutinasyon
Hemaglutinasyon-inhibisyon
Hyper variable region

Herpesvirus of turkey

Infectious Bronchitis

Infectious Bursal Disease Virus
Avian Coronavirus Infectious Bronchitis Virus
Infected Cell Polypetide 4
Immunofloresan antikor teknigi
Indirekt immunoflouresan
Infectious Laryngotracheitis Virus
Immunoperoxidase assay
Newcastle Disease Virus
Nonstructural protein

The World Organisation for Animal Health
Open reading frame

Phosphate buffered saline
Polymerase chain reaction
Restriction fragment length polymorphism
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Riboniikleik asit
Real-Time PCR

Reverse Transcriptase PCR
Swollen Head Syndrome
Specific Pathogen Free
Tissue culture origin
Thymidine Kinase
Melting temperature
Turkey reovirus

Unique long

Unique short

Virus notralizasyon
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8. EKLER

TABLO LIiSTESI

Tablo 1. Yumurtaci kiimeslerden alinan 6rneklere ait bilgiler

Tablo 2. Broyler kiimeslerinden alinan 6rneklere ait bilgiler

Tablo 3. Coklu enfeksiyon goriinen yumurtaci ve broyler drnekler

Tablo 4. rRT-PCR ile elde edilen Ct degerleri ve sonuglarin degerlendirilmesi
Tablo 5. rRT-PCR ile test edilen 6rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi
Tablo 6. ICP4 geni fragment 1’°de belirlenen mutasyonlar ve referans suslarla
karsilastirilmasi

Tablo 7. TK geninde belirlenen mutasyonlar ve referans suslarla karsilastirilmasi
Tablo 8. rRT-PCR ile test edilen 6rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi
Tablo 9. rRT-PCR ile test edilen &rnekler ve sonuglarin degerlendirilmesi
Tablo 10. Enfeksiyonlarin goriildigii iller

SEKIL LiSTESI

Sekil 1. IBV genomu

Sekil 2. ILTV genomu

Sekil 3. aMPV genomu

Sekil 4. ARV genomu

Sekil 5. Orneklerin toplandig illerin harita {izerinde gosterilmesi. Isaretlenen illerden
kiimes bazinda 1-10 aras1 6rnek alinanlar sari, 10°dan fazla 6rnek alinanlar kirmizi
belirtecle isaretlenmistir.

Sekil 6. SPF embriyolu tavuk yumurtalarina inokulasyon (a), 1sikla muayene (b) ve
inokulasyondan sonraki embriyodaki degisimlerin goriintiileri (c ve d).

Sekil 7. Hemagliitinasyon aktivitesinin goriintiisii

Sekil 8. Broyler (n:48) ve yumurtaci (n:45) kiimesten alinan trakeal svabta etkenlerin
goriilme sikliklaria gore dagilimlari. Kirmizi renk broyleri, mavi renk yumurtacilari
temsil etmektedir. Yiizde hesaplamalarinda ¢oklu enfeksiyonlarin sikliklart géz ardi
edilmistir.

Sekil 9. Yumurtact 6rneklerde ¢oklu enfeksiyon sayilar

Sekil 10. Broyler 6rneklerde ¢coklu enfeksiyon sayilar

Sekil 11. Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri.

Sekil 12. Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Sekil 13. Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Sekil 14. Y37 6rnegine ait S1 gen sekansi

Sekil 15. Y38 6rnegine ait S1 gen sekansi
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Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.

Y39 6rnegine ait S1 gen sekansi
Y45 6rnegine ait S1 gen sekansi
B42 6rnegine ait S1 gen sekansi
Referans suslarin ve ¢alismadaki IBV pozitif 6rneklerin S1 geni baz alinarak

olusturulan filogenetik agag

Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.

Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri

Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin Tm grafigi

Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Pozitif 6rneklere ait Tm grafigi

Referans suslarin ve ¢alismadaki ILTV pozitif 6rneklerin ICP4 geni baz

aliarak olusturulan filogenetik aga¢

Sekil 25.

Referans suslarin ve ¢alismadaki ILTV pozitif 6rneklerin TK geni baz alinarak

olusturulan filogenetik agac

Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.

Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin amplifikasyon egrileri
Pozitif (a) ve negatif (b) kontrollerin Tm grafigi

Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Pozitif 6rneklere ait Tm grafigi

Pozitif ve negatif kontrollerin amplifikasyon egrileri
Pozitif ve negatif kontrollerin Tm grafigi

Pozitif 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Pozitif 6rneklere ait Tm grafigi
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9. TESEKKUR

Doktora tez ¢alismamin her aninda degerli tecriibelerini benimle paylasarak bilimsel
ve akademik olarak gelismemde katkilar saglayan, engin bilgileriyle bana yol gésteren
danigsman hocam saym Prof. Dr. K. Tayfun CARLI’ya, doktora egitimim boyunca her
zaman destegini gordiigliim, tez ¢alismamin her agamasinda bilgi ve tecriibesiyle katki
saglayan Dog. Dr. Fethiye COVEN’e, akademik hayatimin sekillenmesinde yoluma 1s1k
tutan hocalarim Prof. Dr. Mihriban ULGEN, Prof. Dr. Aysin SEN, Prof. Dr. Cengiz
CETIN, Dog. Dr. Esra BUYUKCANGAZ, Dog. Dr. Serpil KAHYA DEMIRBILEK ve
Dokt. Ogr. Uyesi Hiilban GOCMEN’e, hocam olmasindan gurur ve mutluluk duydugum
Prof. Dr. Zeki YILMAZ’a, her animda yanimda olan dostlarim Dr. Eda Baldan TOKER
ve Vet. Hek. Ersin ASLAN’a, laboratuvarda keyifle ¢alistigim is arkadaslarim Dokt.
Ogr. Havva KURNAZ ve Laborant Ayse UYAR’a, filogenetik galismalarda yardimci
olan arkadasim Aras. Gor. Dr. Izzet Burgin SATICIOGLU’na, hayatim boyunca her
kosulda sevgi ve sefkatle yanimda olup attigim her adimi destekleyen, bana her zaman
cesaret veren, doktora egitim siirecinde bana sonsuz destek olan canim annem Melahat
BILGI ve canim babam Seckin YILMAZ’a, beni diinyanin en sansh ablas1 yapan
kardesim Deniz YILMAZ’a, sevgileriyle beni hep tesvik eden biricik kaymvalidem
Nuran ARDICLI ve kaympederim Ali Thsan ARDICLI’ya tesekkiirlerimi sunuyorum.

Her zaman kosulsuz sevgisiyle yanimda olan, ilham aldigim, akademik hayatimin pek
cok asamasinda ve tezimde sonsuz emegi bulunan kiymetli esim Dog¢. Dr. Sena

ARDICLI’ya goniilden tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

Ozge Ardigh, lise dgrenimini 2006 yilinda Ulubatli Hasan Anadolu Lisesinde
tamamlamustir. Aym yil iiniversite egitimine basladigi Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesini 2012 yilinda bitirerek Veteriner Hekim iinvanini almaya hak
kazanmustir. 2013 bahar yariyilinda Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda doktora programina baglamistir. Arastirma gorevlisi
olarak 2015’te atamasi yapilmis ve doktora egitimini 2021 yilinda tamamlamistir.
Doktora egitimi siirecinde yurt i¢i ve uluslararasi indekslerde taranan dergilerde yer alan
arastirma makaleleri bulunmaktadir. Evlidir ve Bursa’da ikamet etmektedir.
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