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OZET

Ozdemir, D. (2007). Kanatlilarda Infectious Laryngotracheitis (ILT) Hastalig1 etkeninin
PCR ve ELISA ile saptanmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Mikrobiyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Bu arastirmada, Infectious Laryngotracheitis (ILT)’ in varligt PCR ve ELISA ile
arastirildi.

Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV) DNA’si1 saptamak amaciyla, c¢esitli ticari
tavuk isletmelerinden 44’ i 1-40 giinliik broyler ve 52° si 10-106 haftalik yumurtaci
olmak {iizere toplam 96 tavuktan alinan trakeal svap Ornekleri PCR ile incelendi. 96
ornegin 14 (%14.58)’ iinde 588 bp’ lik spesifik bantlar gozlendi. ILTV DNA’ s1
saptanan 14 ornegin 11’ inin 10-106 haftalik yaslar arasindaki yumurtaci siiriilerden,
diger 3 6rnegin 20 giinliik broyler siiriilerinden alinan tavuklara ait oldugu belirlendi.

ILTV’ ye spesifik antikorlarin saptanmasi amaciyla ayni tavuklardan alinan kan serumu
ornekleri ELISA ile incelendi. 96 tavuk serumunun 40 (% 41,67)’ 1 pozitif olarak
saptand1. Sero-pozitif 40 tavuk serumunundan 22’ sinin 10-106 haftalik yaslar
arasindaki yumurtact tavuklara, 18’ inin 20-40 giinliikk broyler tavuklara ait oldugu
belirlendi.

Incelenen 11 siiriiniin 10’unda ILTV saptanmustir.
ILTV DNA’ s1 saptanan 14 tavuktan 6’s1 ELISA ile sero-pozitif bulundu.

Elde edilen sonuglar, ILT’ nin incelenen ydrelerde belli bir oranda bulundugunu ortaya
cikarmustir.

Anahtar kelimeler: Infectious Laryngotracheitis virus (ILTV), ILT, PCR, ELISA.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-542/21102004
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ABSTRACT

Ozdemir, D. (2007). The detection of Infectious Laryngotracheitis (ILT) Disease agent
from Chickens with PCR and ELISA. Istanbul University Institute of Health Science,
Microbiology Department. Doctorate Thesis. Istanbul.

In this study, the presence of Infectious Laryngotracheitis Virus (ILTV) was searched
with PCR and ELISA.

For detecting the Infectious Laryngotracheitis (ILTV) DNA, the 96 tracheal swabs were
examinde with PCR that are collected from commercial poultry operations. The
distribution of the samples; 44 samples from 1-40 days old broilers, 52 samples from
10-106 week old layers. The specific bands of 588 bp were detected in 14 (14.58%)
samples. 11 of the ILTV DNA detected samples were collected from 10-106 weeks old
layers and 3 of the ILTV DNA detected samples were collected from 20 days of
broilers.

The blood samples from the same birds were tested with ELISA for the detection of
ILTV specific antibodies. 40 (41,67 %) samples were detected positive. 22 of the sero-
positive samples were collected from 10-106 weeks old layers and 18 of the sero-
positive samples were collected from 20-40 days old broilers.

ILTV was detected in 10 of 11 flocks of investigation.
6 of 14 ILTV DNA detected samples were also positive with ELISA.

The results revealed the presence of ILTV in certain ratios within the investigated
regions.

Key Words: Infectious Laryngotracheitis virus (ILTV), ILT, PCR, ELISA.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-542/21102004



1. GIRIS VE AMAC

DNA virus yapisina sahip Infectious laryngotracheitis virusu (ILTV),
Herpesviridae ailesi i¢inde Alphaherpesvirinae alt ailesine dahil olup Gallid herpesvirus
I olarak adlandirilmistir (2). ILTV; Infectious bronchitis virus (IBV), avian influenza
virus (AIV), Newcastle hastalig1 virusu (NDV), Mycoplasma gallisepticum (MG) ve M.
synoviae (MS)’ nmin da dahil oldugu o6nemli 6 kanathh solunum yolu hastalig1
etkenlerinden biri olup, Oncelikle tavuklarda hastalik olusturmakta ise de giivercin,

siiliin, keklik ve tavus kuslarini da etkilemektedir.

Infectious Laryngotracheitis (ILT), tavuklarda yumurta veriminde azalma ya/ya
da mortaliteye bagli olarak iiretim kaybi ile sonuclanan viral bir solunum yolu
infeksiyonudur. Infeksiyonun siddetli epizootik formlar: solunum gii¢liigii, kanlt mukus
attlm1  ve yiikksek mortalite ile seyretmektedir. Gelismis kanatli isletmelerinde
infeksiyonun hafif enzootik formu ile siklikla karsilasilmakta olup; mukoid trakeit,
siniizit, konjunktivit, genel verimsizlik ve diislik mortalite seklinde kendini

gostermektedir.

ILT’ nin varhig iilkemizde 1930 ve 1980’1 yillar arasinda gesitli arastiricilar
tarafindan genellikle serolojik ve histopatolojik olarak arastirilmis olmasina karsin,
iilkemizdeki ticari isletmelerde hastaligin durumuyla ilgili saglhikli veriler

bulunmamaktadir.

Bu arastirmada, degisik yorelerde ticari igletmelerde yetistirilen broyler ve
yumurtact tavuklardan alinan trakeal svap orneklerinden spesifik ILTV DNA’ sinin
varligi PCR ile, aym tavuklardan alinan kan serumu oOrneklerinden spesifik ILTV
antikorlarinin varhigit ELISA ile incelenerek, hastaligin durumu hakkinda bilgi elde

edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Infeksiyonun siddetli epidemik formlar1 solunum depresyonu, solunum giigliigii,
kanlt mukus atilim1 ve yiiksek mortalite ile seyretmektedir. Infeksiyonun hafif enzootik
formlari ile gelismis kanath endiistrilerinde artan sekilde karsi karsiya gelinmekte olup
mukoid trakeit, siniizit, konjunktivit, genel verimsizlik ve diisiik mortalite seklinde

kendini gostermektedir (1, 6, 7, 9, 13, 14, 21).

Hastalik ilk kez 1924 yilinda tanimlandiktan sonra “laryngotracheitis”,
“infectious  laryngotracheitis” ve “avian diphtera” olarak adlandirilmigtir.
Laryngotracheitis tanimi 1930 lara kadar kullanilmis, 1931’ de Amerika Veteriner
Hekim Birligi Kanath Hastaliklari Ozel Komitesi hastaligm adini  “Infectious

Laryngotrachetis” olarak benimsemistir (7, 36).

ILT’ nin etkeni ilk kez 1930 yilinda Beaudette tarafindan filtrelenebilir virus
olarak gosterilmistir (7). Inque ve Nishibe 1973 de ILT virus (ILTV) ve insanlarda
goriilen subakut miyelooptikonéropati (SMON) arasinda serolojik bir iliski oldugunu
gostermistir. Kono 1975” de bu teoriyi ¢iirlitmiis ve SMON’ un nedeninin diaquinol
toksisitesi oldugunu belirtmistir. Bu zamandan sonra bagka hi¢ bir laboratuvarin Inque
ve Nishbe’ nin ¢alismalarini dogrulamamasi ve Japonya’ da diaquinol yasagindan sonra
hastaligin sekillenmemesi nedeniyle SMON ve ILTV arasinda bir iliski olmadig1 ortaya
cikmugtir (31).

ILT ABD, Avrupa, Cin, Giineydogu Asya ve Avustralya gibi pek ¢ok iilkede
saptanmis olup, halen 6zellikle siipheli kanath topluluklarinin yogun olarak bulundugu
bolgelerde dnemli bir hastalik olmaya devam etmektedir (2, 5, 6, 7, 13, 14, 15, 44, 68).
Hastalik yumurtaci stiriilerde modifiye canli as1 kullanilarak kontrol altina alinmaya
calisilmaktadir. Broyler stiriilerde hayvanlarin yasam siirelerinin kisa olmasit nedeniyle,
ylksek karantina onlemleri kullanildig1 takdirde profilaktik as1 kullanimi gereksinimi
disiiriilebilmektedir. Gelismis {ilkelerde dahi ILTV bahge, kiimes ve kafes tavuk
stiriilerinde endemik olarak varligin1 devam ettirmektedir (6, 7, 9, 23, 33). Tiirkiye’ de
1933-1988 yillar1 arasinda cesitli aragtirmacilar tarafindan ILT’ nin varligi serolojik
olarak % 1 diizeyinin altinda bir oranda bildirilmis olup, hastaligin sorun yaratacak bir
diizeyde olmadig belirtilmistir (3, 17, 18). Eroksiiz ve ark. (18), 1994 yilinda bir doviis

horozunda histolojik ve serolojik olarak bir ILT olgusu tanimlamiglardir. Giilgat1 ve ark.



(27), Elaz1g yoresinde bir bahge tavugu siiriisiindeki 9 tavugun trakeasindan PCR ile
ILTV DNA’ s1 izole etmislerdir. Ulkemizde sahadan ILTV’ nin izolasyonuna ya da
molekiiler tekniklerle ortaya konulmasina yoénelik genis ¢apli bir arastirma

yapilmamigtir.

ILTV, Herpesviridae familyasinin bir {iyesi olarak smiflandirilmis olup
Alphaherpesvirinae alt familyasina dahildir. Taksonomide Gallid herpesvirus 1 olarak

tanimlanmaktadir (7, 21, 22, 28, 36, 57).

Elektron mikroskopide infekte tavuk embriyo hiicre kiiltiirlerinde morfolojik
olarak herpes simpleks virusa benzerlik gosteren ikosahedral viral pargaciklar
saptanmustir (7, 36, 55, 65, 71). Watrach ve ark. (1963), altigen yapida ve 80-100 nm
capinda ikosahedral simetriye sahip ve uzamis 162 bos kapsomerin olusturdugu ILTV
niikleokapsidini tanimlamislardir (6). Virusun tamami 195-250 nm c¢apinda olup
cekirdek zarini saran diizensiz zarf yapisini da kapsamaktadir. Zarf, ylizeydeki 6nemli
antijenik viral glikoproteinleri kapsar. Elektron mikroskop altinda ¢ekirdeksiz bos ya da
zarfsiz pargaciklar goriilebilir fakat yanlizca hem ¢ekirdege hem de zarfa sahip olanlar

infektiftir (6, 7, 23, 36, 51, 65).

ILTV niikleik asidi diger herpesviruslarda da sabit olan 1,704 g/ml ylizen hacim
degerine sahip DNA’ dan olusmaktadir. ILT DNA’ s1 iki izomerik formda genoma
sahip olup, molekiil agirlig1 yaklagik olarak 100 x 106 dir. DNA” daki % 45’ lik guanin
+ sitozin orani diger bircok hayvansal herpesvirustan disiiktiir. ILTV, 155 kb ¢ift
sarmal molekiil lineer genoma sahip, 120 kb tek uzun (UL) ve 17 kb tek kisa (US)
segmentleri 9 kb ters yiiz tekrarlar (IRS) ile kusatilmistir. ILTV DNA’ sinin rastgele
DNA zincir sekansindan 21 gen identifiye edilmistir (6, 7, 22, 36). Timidin kinaz geni
ve ILTV’ nin ist iiste binen genlerinin zincir siralama verileri, ILTV ve diger
alfaherpesviruslar arasinda DNA diizeyinde homoloji oldugunu gostermistir (6, 13, 14).
Virusun glikoproteinleri diger herpesviruslarda oldugu gibi humoral ve hiicresel immun
yanit uyarimindan sorumludur. 205, 160, 115, 90 ve 60 kd agirligina sahip bes 6nemli
zarf glikoproteini bulundugu, bunlarin ILTV’ nin en 6nemli immunojenleri oldugu

bildirilmistir (6, 7, 22, 65).



ILTV yap1 taglan lipofilik ajanlar, 1s1 ve ¢esitli dezenfektanlara karst duyarlidir.
Zarfli ILTV’ nin infektivitesi kloroform ve eter gibi organik ¢oziiciilerden etkilenir.
Fitzgerald ve Hanson (1963), ILTV’ nin 24 saat etere maruz birakilmasi sonucu tiim
infektivitesini yitirdigini bildirmistir (6). ILTV” nin infektivitesinin, +4°C de gliserol ya
da nutrient broth gibi diliientler i¢inde saklandig1 takdirde bir kag ay devam ettigi, -20°C
ile -60°C arasinda liyofilize olarak uzun siire saklanabilecegi bildirilmistir (7, 36).
ILTV’ nin infektivitesinin 55°C de 15 dakikada ya da 38°C de 48 saatte yok edildigi,
tavuk karkasindaki trakea dokusunda 37°C de 44 saat i¢inde ya da koriyo allantoik
zarlarda 25°C de 5 saat i¢inde yok oldugu, trakeal eksudatlarda ve tavuk karkaslarinda
13-23°C de 10-100 giin varligini stirdiirebildigi belirtilmistir (7). % 3 kresol yada %1
kiilllii su ILTV’ yi bir dakikadan kisa bir siirede inaktif hale getirir. Laboratuvar
tezgahlar1 ticari iyodoforlar ya da halojen-deterjan karigimlar ile kolayca dekontamine
edilebilir. ILTV’ nin tamamen etkisiz hale getirilmesi % 5’ lik hidrojen peroksit bugusu
ile tiitsiilleme yolu ile kanath kiimeslerindeki ekipmanlarda gerceklestirilebilir (7, 36,

56).

ILTV suslarmmin virulensinin; tavuklarda ve tavuk embriyolarinda, plak
biiyiikliikleri ve morfolojilerinin; hiicre kiiltiirlerinde ve embriyolu tavuk yumurtasi
korioallantoik zarlarinda farklihlk gdosterdigi, sahada bulunan ILTV suslarinin
virulenslerinin infeksiyona maruz kalan tavuklarda yiiksek morbidite ve mortalite
sekillendiren yiiksek virulensli suslardan, zayif-belirsiz infeksiyon sekillendiren diisiik
virulensli suslara kadar degisiklik gosterdigi belirtilmigtir (11, 61). ILTV suslarinin
virus-notralizasyon, immuno flouresans (IF) ve capraz koruma c¢aligmalar1 temelinde
antijenik olarak homojen goziiktiigii, heterolog antiserumlar ile zayif da olsa notralize
olan bazi suslarin ufak antijenik farkliliklar1 isaret ettigi bildirilmistir (6, 7, 22, 36).
Ozellikle farkli virulense sahip yabani tip (wild type) ve modifiye canli-ast ILTV
suglarinin ayirimi, uygulamada 6nemli bir sorundur. ILTV suslarinin ayirimina yonelik
olarak tavuk embriyo virulens, viral DNA restriksiyon endoniikleaz analizleri, DNA

hibridizasyon tekniklerinin de dahil oldugu pek¢ok yontem ile ¢calisilmistir (7, 13, 25).

ILTV embriyolu tavuk yumurtasinda ve farkli hiicre kiiltiirlerinde {iretilebilir.
Virus embriyolu tavuk yumurtasinin korioallantoik zarinda nekroz ve proliferatif doku
reaksiyonlart olusturararak opak plak olusumlarina neden olur. Korioallantoik zarda

bulunan plaklar genellikle opak kenarli ve ortasi basilmis nekroze bolgelere sahiptir.



Plaklar inokulasyondan en erken iki giin sonra goriilir ve embriyo Oliimleri
inokulasyondan 2-12 giin sonra sekillenir. Inokule embriyolarin hayatta kalma siireleri
ek yumurta pasajlart arttikca azalir. Virus embriyolu tavuk yumurtas: disinda, tavuk
embriyo karaciger, tavuk embriyo akciger, tavuk embriyo bobrek ve tavuk bobrek hiicre
kiiltiirlerinin dahil oldugu farkli kanath hiicre kiiltiirlerinde {iretilebilmistir. Tavuk
embriyo fibroblast hiicreleri, Vero hiicreleri ve bildircin orijinli hiicreler ise ILTV
iretimi i¢in zayif substratlar olarak belirlenmistir. Son c¢aligmalar ILTV’ nin,
kimyasallar ile olusturulan tavuk karaciger tiimoriinden elde edilmis siirekli kanath
hiicre kiiltiirii olan LMH hiicrelerinde replike oldugunu gostermistir. ILTV’ nin LMH
hiicrelerinde replike olmasinin adaptasyon siireci gerektirdigi, bu nedenle bu hiicrelerin
primer izolasyonu da kapsayan tam1 amacli kullanimlar i¢in uygun olmasa da
laboratuvar calismalarinda virus-konak etkilesim caligsmalar1 gibi diger amaclar igin

uygun olabildigi bildirilmistir (6, 7, 12, 22, 36).

Tavuklar ILTV’ nin birincil ve dogal konagidir. Hastalik tiim yaslar1 etkilese de,
en tipik belirtiler erigkin tavuklarda goriilmektedir. Viral replikasyonun solunum

dokular1 ile sinirli oldugu, viremi hakkinda yeterli kanit bulunmadig: belirtilmistir (7,

36).

ILTV’ nin siiliinlerde goézlenen ve siiliinlerden-tavuklara gecen bir formu
tanimlanmistir. Winterfield ve So (1968), gen¢ hindilerin iist solunum yolunda
lezyonlar olusturduklarini, ayrica tavuskusu trakeasindan ILTV izole ettiklerini
bildirmislerdir. Sigircik, serge, karga, kumru, giivercin ve bec¢ tavuklart ILTV’ ye
dayanikli olmalarma karsin 6rdeklerde subklinik hastaliga yol agan ve serolojik
doniisiimiin sekillendigi deneysel infeksiyon bildirilmistir. Embriyolu hindi ve tavuk
yumurtalart ILTV’ ye duyarli, 6rdek yumurtalar1 daha diisiik bir diizeyde duyarli iken,

bec¢ tavugu ve giivercin yumurtalariin direngli oldugu belirlenmistir (7).

ILTV’ ye duyarliliginin yasla birlikte azaldigi, bunun yami sira erkek
broylerlerin disilere gore daha duyarli oldugu, yiiksek cevre sicakligma (35°C) bagh
olarak ILTV infeksiyonu sonucu olusan mortalitenin agir damizlik siirtilerde hafif

stiriilerden daha fazla 6liime yol agtig1 bildirilmistir (7, 36).



ILTV solunum yoluyla ve okiiler yolla bulasmaktadir. Akut infekte hayvanlarin
virusu, klinik olarak diizelmis tasiyic1 hayvanlara oranla daha kolay bulastirdiklar
belirlenmigtir (6, 7, 16, 49). Kontamine ekipman ve altligin kullanimi ile mekanik
bulasma da sekillenebilir. Yumurtanin i¢inde ya da disinda bulunan virusun yumurta
bulagsmas1 heniiz kanitlanamamistir (6, 7, 36). ILTV ile infekte edilmis embriyolarin
cikimdan 6nce 6ldiigii ve ILTV’ nin 37°C de 24 saat i¢inde aktivasyonunu yitirdigi

bildirilmistir (6, 7, 22, 36, 55).

ILTV’ nin duyarli hayvanlarin iist solunum yolunu infekte etmesinin ardindan
yogun viral replikasyon sekillenir. Birbirinden bagimsiz bir kac¢ c¢alisma, infektif
virusun genellikle inokulasyondan sonra 6-8 giin, ¢cok diisiik diizeylerde inokulasyondan
sonra ise 10 giline kadar trakea dokusunda ve salgilarda bulundugunu dogrulamistir (6,
7, 16, 22, 27, 36). Infeksiyonun viremik safhasi olduguna dair net bir kanit
bulunmamaktadir. Bagust ve ark. (5), virulent Avustralya susuna maruz kalmis
tavuklarin % 40’ inda trakeal inokulasyondan 4-7 giin sonra trigeminal gangliona trakea
dis1 yayilim belirlemisler, bir siiriide latent ILTV’ nin asilamadan 15 ay sonra trigeminal
gangliondan reaktive oldugunu bildirmislerdir. Hughes ve ark. (39), tasima stresi
sonras1 ve iiretim baslangicinda latent infekte tavuklardan ILTV’ nin tekrar salindigini
bildirmislerdir. Williams ve ark. (64), trakea i¢i ILTV saha susu inokule edilmis olgun
yumurtaci tavuklarda inokulasyondan sonraki 31, 46 ve 61. giinlerde PCR ile trigeminal

ganglionda viral DNA’ y1 saptamiglardir.

Solunum yolunda klinik belirti gostermeden devam eden ILTV’ nin neden
oldugu iist solunum yolu infeksiyonu, kronik bir laringo trakeit tablosunun belirtisidir.
Komarov ve Beaudette (1932); Seddon (1952) ve Gibbs (1933), hastalig1 gecirip
iyilesmis tavuklardan alinan larinks ve trakea svaplarinin, salgindan 16 ay sonra duyarlh
hayvanlara inokule edilmesi sonucu yaklasik % 2 “saha tasiyict” oranmi oldugunu
belirtmislerdir (7). Deneysel olarak, Avustralya yabani-tip ve ast ILTV suslan ile
infekte edilmis tavuklardan alinarak hazirlanan trakea organ kiiltiirleri ile yapilan diger
calismalar, benzer siirelerde infekte tavuklarin % 50 ya da daha fazlasinda latent trakeal
infeksiyonlar1 gostermistir (5). Hafif patojenik U.K. saha susu ya da ILTV ags1 susu ile
deneysel olarak infekte edilmis kiiciik bir grup tavugun tekrarlanan trakeal svaplamalari
ile infeksiyondan sonra 7 ile 20 hafta arasinda aralikli ve goriindiigii kadariyla spontane

bir sekilde ILTV sa¢ilimi oldugu saptanmustir. Siklofosfamid, deksametazon gibi



immun baskilayici ilaglarin, latent ILTV’ nin yeniden aktivasyonunda heniiz bir basari

saglamadigi bildirilmistir (7, 36).

Klinik bulgular, dogal infeksiyondan 6-12 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir. Trakea
ici inokulasyon sonrasi inkubasyon siiresi 2-4 giindiir (7, 16, 38, 54, 55, 58, 59).
Hastaligin siddetli epizootik formlari, % 90-100 arasinda yiiksek bir morbiditeye neden
olurlar. Mortalite genelde % 5 - % 70 arasinda degisse de ortalama % 10-20 arasindadir.
Hastaligin hafif enzootik formunun, % 5 kadar az morbidite ve % 0.1-2 kadar ¢ok diisiik
mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir (36, 40, 65, 68).

ILTV tavuklarda genel olarak akut bir solunum hastaligina neden olur.
Hastaligin siddetli epizootik formunda tipik klinik belirtiler; hiriltili solunum 6ksiirtik,
solunum gii¢liigiinii izleyen burun akintis1 ve kanlt mukus atilimidir (6, 16, 36, 54, 58).
Gegmis yillarda ILTV’ nin siddetli epizootik formu daha sik ortaya ¢ikmaktayken, son
zamanlarda yogun kanath yetistiriciliginin yapildig1 Avrupa, Avustralya, Yeni Zellanda
ve Amerika Birlesik Devletleri gibi iilkelerde hafif enzootik form daha c¢ok
goriilmektedir. Hafif enzootik form ile iligkili klinik belirtiler; verimsizlik, yumurta
veriminde azalma, gozlerde yaslanma, infraorbital siniislerde sigkinlik, devamli burun
akintist ve hemorajik konjunktivittir. Infeksiyonun seyri lezyonlarin siddetine gore
degismektedir. Genel olarak, 10-14 giin arasinda iyilesme olur, ancak 1-4 haftalik tedavi

stireleri de bildirilmistir (7, 12, 22, 36).

ILTV ile infekte olmus tavuklarda lezyonlar konjunktivada ve solunum yolu
boyunca bulunabilir, fakat en yogun olarak larenks ve trakeada gozlemlenirler. Trakea
ve larenks dokularindaki degisiklikler hafif seyirde yanlizca yogun mukusun gorildiigii,
ya da siddetli seyirde hemorajik ya da difterik degisiklikler seklinde kendini
gosterebilir. ILTV’ nin hafif formunda, konjunktiva ve infraorbital siniis mukozasinda
0dem ve konjesyon goriiliir. Siddetli formlarda, infeksiyonun erken donemlerinde
mukoid yangi ile dejenerasyon, nekroz ve son donemlerde hemoraji sekillenir. Tiim
trakea boyunca uzanan mukus nedeniyle kaliplar seklinde difterik degisiklikler dikkati
ceker. Yangi bronglar, akcigerler ve hava keselerine kadar inebilir. Konjunktiva ve
infraorbital sinlis mukozasinda gorilen 6dem ve konjesyon hafif formda

gozlemlenebilecek tek patolojik lezyondur (1, 6, 7, 11, 16, 27, 32, 36, 58).



ILTV infeksiyonu sonrasinda ¢esitli immun yanitlar olugmaktadir. Virusu
noétralize eden antikorlarin inokulasyondan sonra 5-7. giinlerde saptandigi, yaklasik 21.
giinde pik yaptigi, daha sonra birkag¢ ay azalarak diisiik diizeylere indigi, bu nétralizan
antikorlarin bir y1l ya da daha fazla siireyle saptanabildigi bildirilmistir (47). Trakea
salgisinda inokulasyon sonrasi yaklasik 7. giinden sonra antikor saptanabildigi ve 10-28.
gilinlerde miktarlarinin sabit bir durum gosterdigi belirlenmistir (6, 7, 36). York ve ark.
(68), trakeal yikant1 sivisinda inokulasyondan 5 giin sonra ILTV’ ye kars1 total spesifik
antikorlarin saptanabilecegini, IgA’ larin inokulasyondan 6 giin sonra ortaya ¢iktigini,
ancak notralizan antikorlarin 14 giinden 6nce saptanamadigini bildirmislerdir. I[gA’ larin
da dahil oldugu salgisal antikorlarin solunum yolu gibi mukozal yiizeylerde direng
sekillenmesinde Onemli rol oynadigi, mukozal IgA antikor yanitlarinin lokal olarak
etkinlik saglanmada antijenin sistemik verilisinden daha etkili oldugu belirtilmistir (7,

36, 68).

Herpes virus infeksiyonlarinin tedavisinde hiicresel immiinite mekanizmasi
etkilidir. Benzer mekanizmalarin tavuklarin ILTV ile tekrar infekte olmalarim
onlemeyle 1ilgili oldugu belirtilmistir. Bununla iligkili olarak bursa fabrisiuslari
cikartilmig spesifik antikor sentezlemesi miimkiin olmayan tavuklarin sivisal bagisiklik
olusturamasa da asilamadan sonra epriivasyondan korunduklari, dalak hiicreleri ve
periferal kan Iokositleri gibi histolojik uyumlu immun lenfoid hiicrelerin transfer
edildigi zayif tavuklarin infeksiyona kars1 direngli hale gelebildigi vurgulanmistir (53).
Fahey ve York (19), ILTV direncinin baslica aracisinin trakeadaki lokal hiicresel

immunite oldugunu belirtmislerdir.

Yumurta araciligtyla yavruya gecen maternal antikorlar ILT’ ye karsi koruma
saglamamaktadir (36). Iki haftalik yastan daha biiyiik tavuklarda asilamadan 3-4 giin
sonra antikor sentezinin basladigi, 6-8 giin sonra tam bir koruma saglayacak titreye
eristigi belirtilmektedir (36). Olusan bagisikligin en erken asilamadan 8-15 hafta sonra
azalmaya basladig1, fakat genellikle asilamadan 15-20 hafta sonrasina kadar yeterli siirii

bagisikliginin devam ettigi saptanmstir (7, 49).

ILT’ nin laboratuvar tanisi; virus izolasyonu, siipheli hayvanlarin kan
serumunda antikor aranmasina yonelik serolojik testler ya da dokularda sinsityal hiicre

ici inkluzyon cisimciklerinin saptanmast amaciyla histopatolojik incelemelerle



yapilabilmektedir. Ayrica DNA prob-hibridizasyonu ve PCR gibi molekiiler tani
yontemleri hastaligin tanisinda 6nemli bir yer tutmaktadir (1, 37, 54, 68, 71).

Virus izolasyonu i¢in en iyi inceleme 6rneginin trakeal svap Ornekleri oldugu
belirtilmistir (65, 71). Bu amagcla, alinan inceleme 6rneklerinden, en az {i¢ adet 10-12
giinliilk embriyolu tavuk yumurtasinin korioallantoik zarina inokulasyonlar yapilarak,
37°C de 7 giin siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra Olenlerin ya da 7 giin canh
kalanlarin korioallantoik zarinda tipik plak olusumlari incelenmektedir. izolasyon
amaciyla ayrica, tek kath tavuk embriyo karaciger ya da tavuk embriyo bobrek hiicre
kiiltiirlerine inokulasyon yapilarak, 7 giin inkiibasyondan sonra mikroskop altinda
sinsityal hiicre sitopatik etkisi yoniinden incelenmektedir (65, 71). Siipheli bir 6rnegin
negatif olarak kabul edilmesi i¢in 7 giin araliklarla en az {ic kez pasaj yapilmasi
gerektigi vurgulanmustir (71). Izole edilen virusun, ILTV’ ye karsi elde edilen
hiperimmun serum kullanilarak yumurta ya da hiicre kiiltiiriinde nétralizasyon testi ile
dogrulanabilecegi bildirilmistir. Alternatif olarak, hiicre kiiltiirii sivisindan ya da
korioallantoik zar {stiindeki plaklardan elde edilen virus parcaciklari, elektron
mikroskopi ya da flouresans antikor (FA) teknigi ile de tanimlanabilmektedir (7, 22, 36,
71).

Virus izolasyonunun ¢ok wuzun siirmesi ve bunun yaninda bakteriyel
kontaminasyonlardan ¢ok fazla etkilenmesi, tanida farkli yontemlerin gelistirilmesi
zorunlulugunu ortaya c¢ikarmistir (1, 4, 65). Bu amagcla siipheli hayvanlarin kan
serumlarinda antikor aranmasina yonelik serolojik testler kullanilmaya baslanmustir.
ELISA, agar jel presipitasyon (AGP), virus notralizasyon (VN), indirekt
immunofluoresans testleri gelistirilmis olmakla birlikte (7, 22, 68, 69), glinlimiizde en
siklikla kullanilan yontem ELISA’ dir (4, 9, 28, 46, 66). York ve ark. (68), ILTV
spesifik monoklonal antikor kullanarak gelistirdikleri ELISA yoOnteminin virus
izolasyonunundan daha hizli, AGP ve fluoresans antikor (FA) testlerinden daha dogru
sonu¢ verdigini ve tiim bu oOzellikleri sayesinde hastaligin rutin tanisinda giivenle
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Abbas ve ark. (1), ILTV’ nin tanisinda kullanilan
indirekt fluoresans antikor (IFA) teknigi, immunoperoksidaz teknigi, virus izolasyonu,
histopatoloji, PCR ve DNA hibridizasyon tekniklerini sensitivite ve spesifite yoniinden
karsilagtirdiklar1 ¢aligmalarinda, sirasiyla immunoperoksidaz, IFA, PCR, histopatoloji

ve hibridizasyon tekniklerinin sensitivitelerinin; PCR, histopatoloji, hibridizasyon,
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immunoperoksidaz teknigi ve IFA’ nin spesifitelerinin daha yiliksek oldugunu

bildirmislerdir.

Ticari olarak gelistirilmis ve dogrulugu kanitlanmig ELISA Kkitlerinin en biiytik
dezavantaji, saptanan antikor titrelerinin asilamaya bagli olarak mi yoksa saha
infeksiyonu nedeniyle mi sekillendiginin ayirt edilememesidir (4, 46, 66). Bu konuyla
ilgili olarak, Chang ve ark. (15), saflastirilan r-gp60 ve r-gE proteinlerinin antijen olarak
kullanildig1 ELISA ile, asilamadan 2 hafta sonra asili ve asisiz siiriileri ayirt edebilecek
bir ELISA yontemi gelistirdiklerini bildirmislerdir. Bunun disinda, ELISA ile hastaligin
erken donemlerini saptamada da sorunlar yasanmaktadir. Gerek dogal infeksiyonlarda
gerekse deneysel ¢alismalarin sonuglari, infekte hayvanlarda antikor titrelerinin ELISA
ile infeksiyondan en erken 2 hafta sonra (ortalama 2-6 hafta) saptanabildigini ortaya

cikarmistir (16, 50, 51, 53).

ILTV hastaliginin tanisinda molekiiler tani yontemleri o6zellikle 1990’ larin
basindan itibaren c¢ok ©Onem kazanmistir (65). Birgok arastirici klinik Orneklerin
incelenmesinde, PCR’ 1n virus izolasyonundan ¢ok daha hassas oldugunu bildirmistir
(22, 27, 65). Williams ve ark. (64), direkt elektron mikroskopi, virus izolasyonu ve
PCR’ 1 karsilastirdiklar aragtirmalarinda, kullandiklar1 her yontemin birbirinden {istiin
taraflarinin  oldugunu ancak PCR tekniginin en Onemli avantajinin, inceleme
orneklerinde canli virusa gereksinim duyulmamasinin yanisira diger bakteriyel ve viral
kontaminasyonlardan ya da dokulardaki dejenerasyonlardan etkilenmemesi oldugunu
belirtmislerdir. Beltrao ve ark. (9) nested-PCR, virus izolasyonu ve histopatoloji
yontemlerini karsilagtirmislar ve ILTV’ nin tanisinda nested-PCR’ 1n sensitivitesinin
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Alexander ve ark. (2), Kanada ILTV susu ile
gelistirilen primerler kullanilarak gerceklestirdikleri PCR c¢alismasi ile, bu yontemin
saha salginlarindan izole edilen farkli izolatlar1 saptadigini gostermislerdir. Calisson ve
ark. (12), gelistirdikleri real-time Tagman PCR ile klinik numunelerden, virus
izolasyonuna oranla 3.7 kat daha fazla pozitiflik saptayabildiklerini ve bu yontemin
spesifik, sensitif ve viral niikleik asidi giivenilir sekilde o6lgebilir  oldugunu
bildirmigleridir. Bunlara ek olarak Han ve ark. (29), TK ve gG genlerine spesifik
primerlerin kullanildigt PCR-RFLP yontemi gelistirerek as1 susu, diisiik virulensli ve
virulent ILTV suslarini ayirt ederek tanida dnemli bir adim atmiglardir. PCR tekniginin,

hastaliktan  siipheli  hayvanlarin  tanisinda  kullanilabildigi  gibi, hastaligin
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epizootiyolojisinde onemli bir infeksiyon kaynagr olan asilardaki ILTV
kontaminasyonunun saptanmasinda da giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi

bildirilmistir (63).

Arastirmacilarin sundugu veriler 151831nda ELISA ve PCR teknileri, ILTV’ nin
tanisinda sensitif ve spesifik sonuglar vermekte olup, sahada salginlarin hizli bir sekilde
tanisinda ve hastaligin farkli bolgelerdeki durumu hakkinda yetistiricilere ve

arastiricilara gerekli olan dogru bilgileri sunmaktadir (5, 7, 22, 36, 41, 50, 66, 71).

Bir siiriide ILTV salgin1 ortaya ¢iktiktan sonra, hastaligin semptomlarini ya da
lezyonlarin siddetini azaltabilecek etkili bir ilag bulunmamaktadir. Bu nedenle de
hastaligin eradikasyonuna yonelik korunma ve kontrol uygulamalar1 biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu eradikasyon programlarinin basarisi yerel yonetimler ve 6zel sektoriin

isbirligi i¢inde ¢aligmasina baghdir (36, 71).

Hastalikla miicadelede en 6nemli kosullardan biri biyo-giivenlik 6nlemlerinin
alinmasiyla, sagliklt hayvanlarin etkenle temas haline ge¢melerinin 6nlenmesidir (7).
ILTV dezenfektanlara ve sicaklik gibi fiziksel etkenlere duyarli oldugundan yeterli
sanitasyon ve dezenfeksiyon Onlemleri ile siirliler arasi gecis onlenebilmektedir (36).
Ayrica karantina ve hijyen uygulamalar ile potansiyel kontamine gorevliler, yem,
ekipman ve tavuk hareketlerinin 6nlenmesi ILTV’ ye kars1 basarili bir miicadelede kilit

rol oynamaktadir (6, 71).

Ulkemizde 3285 sayili Hayvan Sagligi ve Zabitast Kanununun 4. maddesinde;
ithal edilecek kasaplik canli tavuk, tavuk eti, sakatat1 ve yumurtalarinin geldigi bolgenin
Avian Infectious Bronchitis, Avian Infectious Laryngotracheitis, Avian Tuberculosis,
Fowl pox, Marek’s disease, Avian Mycoplasmosis (M. gallisepticum, M. synovia),
Avian Chlamydiosis, Salmonella Enteridis ve S. Typhimurium hastaliklar1 yoniinden ari
olmast ve bu durumun saghk sertifikalarinda belirtiliyor olmasi1 gerekliligi
belirtilmektedir (74). Ulkemizde ILTV’ nin tanisma yonelik arastirma sayisinin yok
denecek kadar az olmasi ve buna bagli olarak hastaligin tilkemizdeki yaygiligi ile ilgili
bilgi bulunmamasi nedeniyle ILT ile miicadeleye yonelik bir 6nlem alinmamig olmakla
birlikte, herhangi bir salgin ¢iktiginda izlenecek prosediirlerle ilgili bir yonetmelik de
bulunmamaktadir. Ancak bir¢ok Avrupa iilkesinde ve Amerika’ da bir salgin sirasinda
yapilmas1 gerekenler; ilgili makamlarin zaman kaybedilmeden bilgilendirilmeleri,

salginin goriildiigii bolgenin cevresindeki yem fabrikalar1 da dahil olmak iizere tiim
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tavukeulukla ilgili isletmelerin uyarilmalar1 ve gerekli imha ve karantina islemlerinin

baslatilmasi seklindedir (6, 11).

Korunmada 6nemli bir diger noktanin, hizli ve giivenilir tan1 yontemlerinin
gelistirilmesi oldugu, bu sayede isletmenin hastaliktan ari oldugunun saptanarak,
isletmeye giivenle yeni hayvan alimmin miimkiin olacag bildirilmistir (11). Hastaliktan
stipheli hayvanlarin tanisinda PCR gibi molekiiler tan1 yontemleri onerilirken, sahada
stirilerin taranmasi1 amactyla ELISA siklikla kullanilmaktadir. ILT” de vertikal bulasma
olmadig i¢in yumurtadan yeni ¢ikan civcivlerin serolojik olarak negatif olacaklarindan
Newecastle, Infectious Bronchitis, IBD (Infectious Bursal Disease) gibi diger dnemli
kanatl hastaliklarinin kontrolleri sirasinda ILT yoniinden de serolojik incelemelerin
yapilmasi Onerilmektedir (46, 66). Hastaligin endemik olarak seyrettigi bolgelerde
broyler ve yumurtaci siiriilerin belirli araliklarla serolojik olarak taranmasi da isletmenin

gelecegi acisindan 6nemli kabul edilmektedir (66, 68).

Hastaliktan korunmada en Onemli araglardan biri de etkili bir asilama
programinin uygulanmasidir. Gilinlimiizde birgok firma tarafindan piyasaya sunulmus
modifiye canli, inaktif ve rekombinant asilar bulunmaktadir (22, 36, 62). Asilamalar
kloakal, kanat zarina batirma, intranazal, sub-konjunktival, igme suyu ya da aerosol
yollardan herhangi biriyle yapilabilmektedir (5, 22, 31). Fulton ve ark. (23), iki
asilamanin tek asilamadan daha iyi koruma sagladigini ve sub-konjunktival yontem ile

asilamanin, aerosol ve igme suyu yonteminden ¢ok daha etkili oldugunu saptamislardir.

Yapilan caligmalar, ozellikle modifiye canli virus asilarinin kullanildigi ve
asillamada yeterli O6zenin gosterilmemesi sonucu asinin tiim siirliye homojen olarak
dagilmadig1 durumlarda, asili tavuklardan asisiz olanlara as1 virusunun bulasabilecegini,
bunun ardindan ¢ok daha siddetli klinik belirtilerin sekillenebilecegini ortaya koymustur
(5, 6, 12, 24, 29). Bununla iliskili olarak, Burns (11), broyler siiriilerinde hafif enzootik
formun kontroliinde asilamayir Onermemis, geleneksel kontrol mekanizmalar ile
eradikasyon ¢aligmalarmmin bu varyanta karsi etkili olmamasina karsin, arttirilan
Oonlemler ile klinik tablo gosteren ciftlik sayisinda diisiis saglandigini bildirmistir.
Mutalib (47), asili hayvanlardan asisizlara bulagsmanin virulent ve avirulent virus
karisimlarindan elde edilen modifiye asilarda gorildiiglinii, tavuk embriyosunda
tiretilmis viruslardan elde edilen asilardaki virusun duyarli hayvanlar arasindaki her

bulagsmada virulensinin de arttifini belirtmistir. Arastirict kendi ¢aligmasinda kullandigi
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hafif attenue klon asisinda da bu sekilde bir yayilmanin gerceklestigini ancak diger canli
asilardan farkli olarak, hiicre kiiltiirii kaynakli olan bu as1 virusunun virulensinde 20
pasaji takiben artis olmadigini bildirmistir. Veits ve ark. (61), ILTV’ nin ULO genini
cikartarak hazirladiklar1 bivalant canli asmin, mevcut asilara alternatif olarak

kullanilabilecegini bildirmistir.

Tim bu bilgiler 15181nda arastiricilar, ILT kontroliinde en etkili yaklagimin hizl
tani, virusun sagilmasinin Onlenmesi, asilama programi olusturulmasi siireglerinin

koordinasyon i¢inde yiiriitiilmesi ile eradikasyonun saglanmasi oldugunu bildirmislerdir

(22, 36, 63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Ornekler

ILT virusu spesifik DNA’sinin saptanmasi ig¢in trakeal svaplar, etkene karsi
olusan antikorlarm varligmin arastirilmasi amaciyla kan 6rnekleri kullanildi. Ornekler
infeksiyonun yurdumuzdaki prevalansinin heniiz saptanmamis olmasi nedeni ile tahmini
prevalans % 50 kabul edilerek % 95 giiven diizeyi ve % 10 absolut kesinlige gore
tesadiifi 6rnekleme ile Kasim 2006 - Nisan 2007 tarihleri arasinda Bandirma, Izmir,
Afyon ve Bolu bolgelerinde yetistirilen, solunum problemi bulunan ya da yetistirmeden
cikarilan 44’ i 1-40 giinliik broyler ve 52’ si 10-106 haftalik yumurtact olmak {izere
toplam 96 tavuktan alindi. Orneklerin alindig1 yéreler ve drnek sayilar ile 6rnek alman

tavuklarin yas, tiir ve klinik bilgileri Tablo 3.1° de gdsterilmistir.

Tablo 3.1: Orneklerin alindig1 yoreler ve 6rnek sayilari ile, 6rnek alinan tavuklarin yas,
tiir ve klinik bilgileri

No Ornek alinan Adet Yas Tiir Klinik belirti
kaynak
1 Bandirma 15 10-11 Hafta =~ Yumurtaci Solunum Problemi
2 Bandirma 22 20 Giinlik Broyler Solunum Problemi
3 [zmir 7 40 Giinliik Broyler Solunum Problemi
4 [zmir 5 1 Giinliik Broyler --
5 [zmir 9 91 Haftalik Yumurtaci Solunum Problemi
6 Afyon 4 100-102 Hafta  Yumurtaci Solunum Problemi
Afyon 8 40 Hafta Yumurtaci aniﬂlr?;%el;r;?lg:;bl
Afyon 9 104-106 Hafta  Yumurtaci Solunum Problemi
9 Afyon 7 104 Hafta Yumurtaci Solunum Problemi
10 Bolu 4 20 Giinliik Broyler Solunum Problemi
11 Bolu 6 40 Giinliik Broyler Solunum Problemi
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3.1.1.1. Trakeal svap ornekleri:

Tavuklardan trakea Ornekleri alinarak steril 6rnek posetleri igerisinde soguk
zincir altinda Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi ve kullanilincaya
kadar -20°C de saklandi. PCR i¢in ekstraksiyon yapilmadan hemen once derin
dondurucudan ¢ikarilan trakea Ornekleri tamamen ¢ozdiiriildi. Trakealarin orta
bolgelerinin yiizeylerinde steril bistiiriler ile kesitler acilarak steril svaplar ile trakea
mukozasindan siirlintiiler alindi ve 2’ ser ml steril PBS iceren tiiplere aktarildi.
Hazirlanan siispansiyonlar spesifik DNA’ nin saptanmasi amaciyla PCR yontemi ile

incelendi.

3.1.1.2. Kan serumu ornekleri:
Trakealar1 alinan tavuklardan toplanan kan ornekleri de soguk zincir altinda
laboratuvara getirildi, santrifiije edilerek serumlar1 ayrildi ve ELISA’ da

kullanilincaya kadar -20°C de saklandi.

3.1.2. PCR

3.1.2.1. Ekstraksiyon Kitleri

A. QIAamp DNA Mini ekstraksiyon Kkiti (Lot No 12181565): Trakea

orneklerinde total DNA nin elde edilmesi amaciyla kullanildi.
QIAamp DNA Mini ekstraksiyon kitinin icerigi

e AL Buffer (lizis buffer)

e AWI Buffer (wash buffer)
e AW?2 Buffer (wash buffer)
e AE Buffer (elution buffer)
e Proteinaz K

e QIAamp Spin Kolonlar1

e Toplama tiipleri
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B. GF-1 Gel DNA Recovery ekstraksiyon kiti (Lot No GF-GP-050):
Elektroforetik seperasyon sonucunda agaroz jelde saptanan spesifik DNA’nin

saflastirilmast amaciyla kullanilda.
GF-1 Gel DNA Recovery ekstraksiyon Kitinin icerigi

e Gel DNA Binding Buffer (GB Buffer)

e Wash Buffer

e Elution Buffer (10mM Tric-HCI, pH 8.5)
e GF-1 Spin Kolonlar1

e 2 ml toplama tiipleri

3.1.2.2. Amplifikasyonda kullanilan gerecler
* Primer FORWARD (Integrated DNA Technologies, Inc.)

5° CTA CGT GCT GGG CTC TAA TCC 3’

* Primer REVERSE (Integrated DNA Technologies, Inc.)
5 AAA CTC TCG GGT GGC TAC TGC 3’

* Taq DNA Polymerase (Fermentas-EP0402)

» 10 X Taq buffer (NH4),SO4 (Fermentas-B33)

(750 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 200 mM (NH,),SOy, 0.1% (v/v) Tween 20)
» 10 X Taq buffer KCI (Fermentas-B15)

(100 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 500 mM KCl, 0.8% (v/v) Nonidet P40.)

= MgCl, (Fermentas- R0O971)
= dNTP Mix (Fermentas- RO181)

= Pozitif Kontrol: ILTV 496 susu

dNTP Mix hazirlanmasi:

Dietilpirokarbonat (DEPC) ile islem gormiis distile su (Ambion-AM9920) ile 25
mM konsantrasyonda A, T, C, G dNTP igeren toplam 200 pl stok soliisyon hazirlandi.
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Primer hazirlanmasi:

DEPC’1i distile su ile 20 pmol/ul konsantrasyonda stok soliisyonlar1 hazirlandi.

Master Mix’ lerin hazirlanmasi:

Trakea Orneklerinden elde edilen total DNA’dan ILTV spesifik DNA’nin
amplifikasyonunda ve elektroforetik seperasyon sonrasinda agaroz jelde saptanan
spesifik DNA’nin amplifikasyonunda kullanilmak iizere iki farkli master mix (Master

Mix I ve Master Mix II) hazirlandu.

Master Mix I, Trakea 6rneklerinden elde edilen total DNA’dan ILTV spesifik
DNA’nin amplifikasyonunda kullanildi.

= 10 X buffer (NH4)>SO4 Sul
= MgCl, (25 mM) 5ul
= dNTP Mix (10 mM) 5ul
* Primer FORWARD 1 pl
* Primer REVERSE 1l

» Taq DNA Polymerase (5u/ul)0.5 ul
= dH,O 30.5 ul
= Hedef DNA 2ul

TOPLAM 50 pl
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Master Mix II, elektroforetik seperasyonu sonucu agaroz jelde saptanan

spesifik DNA’nin amplifikasyonunda kullanildi.

* 10 X buffer KCI 5ul
= MgCl, (25 mM) Sul
* dNTP Mix (10 mM) 5ul
*  Primer FORWARD 1l
* Primer REVERSE 1 pl

» Taq DNA Polymerase (5u/ul)0.5 pl

= dH,O 30.5 ul
= Hedef DNA 2 ul
TOPLAM 50 ul

3.1.2.3. TBE buffer

Agaroz jelin hazirlanmasi, elektroforez ve DNA bantlarinin boyanmasi sirasinda
sulandirici olarak 1X TBE buffer (89 mMTris-HCI, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH
8.0) hazirlandi. Bu amagla bir hacim 10X TBE buffer (SIGMA-D30926), 9 hacim steril

distile su ile karistirildi.

3.1.2.4. Agaroz jel

Amplifiye edilmis iiriinlerin elektroforezinde kullanilmak tizere % 2 oraninda

hazirlandi.
Agaroz (Sigma- A0576) 0,600 g
1X TBE buffer 30 ml

Belirtilen miktarda agaroz ve TBE buffer 1sitilarak ¢oziindiiriildii. Agaroz 50°C
ye kadar sogutularak jel kalibina dokiildii, tarak yerlestirildi. Jel formunu alincaya kadar
beklendi ve tarak ¢ikarildi. Agaroz jel tanka aktarilarak iizeri 1X TBE buffer ile
kaplandi.
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3.1.2.5. Yiikleme solusyonu
PCR firiinlerinin agaroz jele yiiklenmesi ic¢in kullanildi. Bu amagla 2 pl 6X

yiikleme solusyonu (Fermentas- R0611), 10 pl PCR iiriinii ile karistirilarak kullanildi.

3.1.2.6. DNA Marker
Elektroforezde DNA’ larin agirliklarinin saptanmasi i¢in kullanildi. 1 pl DNA

Marker (Fermentas, QX174 DNA/BsuRI), 1ul yiikleme solusyonu, 4 pl deiyonize su
karistirilda.

3.1.2.7. Ethidium Bromide
Elektroforetik seperasyon sonrast olusan DNA bantlarininin boyanmasi i¢in % 0.5
oraninda hazirlandi. Bu amagla 100 ml 1X TBE buffer i¢ine 30 pl ethidium bromide
(Sigma- E-8751) eklendi.

E. Diger Gerecler

% 95’lik Ethanol (Riedel-deHaen 32221)

* Mineral yag (Sigma- M8410)

= 1,5 ml ve 2 ml kapakli mikrosantrifiij tiipleri

* 0,5 ml’lik ince geperli DNAse, RNAse free PCR tiipleri
= Pipetler (0,5-10ul, 10-100u1,100-1000u1 otomatik pipetler)
= 10ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglar

= 100ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglar

= 1000ul DNAse, RNAse free filtreli pipet uglari

* Thermalcycler (Biometra Uno-thermoblock)

» Mikrosantrifiij (Hettich- Mikro22)

= Vorteks (Biosan- V1)

= Agaroz jel elektroforez tanki (Agagel Mini) ve gii¢ kaynagi (Biometra-
Power pack P25)

» UV Transmilator (Biometra-TI 1)
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3.1.3. ELISA

3.1.3.1. ELISA Kiti
Tavuklarin kan serumlarinda ILTV’ye karst olusan antikorlarin saptanmasinda
Infectious Laryngotracheitis Virus Antibody ELISA Test Kit (BioCheck- FS4312)
kullanildi.

ELISA Kitinin icerigi
= [LTV antijeni ile kapli 96 kuyucuklu mikroplakalar
» Sheep anti-chicken alkalin fosfataz konjugat
= pNPP (p-Nitrofenil Fosfataz) substrat tabletleri ve substrat ¢ozeltisi
= Ornek sulandirma sivisi
*  Yikama soliisyonu
* Durdurma soliisyonu

= Pozitif ve negatif kontrol serumlar1

3.1.3.2. Eksternal Referans Kontrol RF06 (Biocheck):
NDV, IBV, IBD, REO, AE, ART, MG, MS, EDS, ILT, SE, ORT ve Al antikorlarini
iceren bu pozitif kontrol serumu ELISA testinin giivenilirligini kontrol amaciyla

kullanildi.

3.1.3.3. ELISA Okuyucusu
ELISA sonuglar1 Organon Technica Microwell System Reader 230 optik

okuyucu ile degerlendirildi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. PCR
PCR yontemi iki agsamali olarak gergeklestirildi.

e Trakeal svaplardan DNA ekstraksiyonu, amplifikasyonu, DNA saptanmast

e Jelden ILTV spesifik DNA’sinin ekstraksiyonu, amplifikasyonu, DNA

saptanmasi

3.2.1.1. Trakeal svaplardan DNA ekstraksiyonu ve Amplifikasyonu
A. Trakeal svaplardan DNA ekstraksiyonu

Kit iceriginde {iiretici firma tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. 2 ml’ lik
trakeal svap siispansiyonlar1 7.500 rpm de 10 dakika santrifiije edildi ve dipteki tortular
200 er ul PBS ile sulandirildi. Bu sivilardandan 200° er pl alinarak 1.5 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarildi, iizerlerine 20 pl Proteinase K ve 200 pl AL buffer eklenerek 15
saniye vortekslendi. 56°C de 10 dakika bekletildi. Lizatlara 200’ er ul etanol eklendi ve
15 saniye vortekslendi. 2’ ser ml’lik  toplama tiipleri {iizerine spin kolonlar
yerlestirildikten sonra lizatlar mikropipetler ile kolonlara aktarildi ve 1 dakika siireyle
8.000 rpm’de santrifiije edildi. Filtratlar1 i¢eren tiipler atildi. Kolonlar yeni 2” ser ml’lik
toplama tiiplerine yerlestirildi. Spin kolonlara 500° er ul AW1 buffer eklendi ve 8.000
rpm de 1 dakika santrifiije edildi. Filtratlar1 iceren tiipler atildi. Spin kolonlar 2’ ser
ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi ve {izerlerine 500 ul AW2 buffer eklendi. 14.000
rpm de 3 dakika santrifiije edildi. Filtratlar1 igeren tiipler bosaltildi. Spin kolonlar 1.5’ er
ml’ lik santrifiij tiiplerine aktarildi, 200’ er ul AE buffer eklendi, oda 1sisinda 1 dakika
bekletildi, 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiije edildi. Elde edilen DNA’lar kullanilincaya
kadar — 20°C de sakland1. Pozitif kontrol amactyla kullanilan ILTV 496 susunun DNA’

st da ayn1 yontemle ekstrakte edildi.
Bu ekstrakte DNA’nin 2 pl’si PCR amplifikasyonunda kullanildi.
B. Amplifikasyon

Vogtlin ve ark. (63) tarafindan bildirilen yonteme gore uygulandi. 48 er ul
master mix I ve 2° er ul DNA ekstraktlari, 0.5 ml’lik PCR tiiplerine konuldu, hafifce

vortekslendi, 5 saniye siireyle santrifiije edildi, tizerleri 50°ser pl mineral yag ile
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kapatildi. Pozitif kontrol olarak 2 pul ILTV A96 susu ekstrakti, negatif kontrol olarak 2
ul DEPC’1i su 48 er ul master mix ile karistirilarak kullanildi.

PCR tiipleri thermocycler’a yerlestirildi. 95°C de 3 dakika 6n denatiirasyonun
ardindan, 95°C de 30 saniye (35 siklus) denaturasyon, 60°C de 30 saniye (35 siklus)
primer baglanmasi, 72°C de 30 saniye (35 siklus) sentez asamalar1 ger¢eklestirildi. 72°C
de 10 dakika (1 siklus) final sentez asamasindan sonra + 4°C ye kadar sogutularak

elektroforetik seperasyon yapilincaya kadar termocycler’ da bekletildi .

3.2.1.2. Jelden ILTV spesifik DNA’nmin  Ekstraksiyonu ve
Amplifikasyonu

A. Jelden ILTYV spesifik DNA’nin Ekstraksiyonu

Uretici firma tarafindan kitte belirtilen yonteme gore yapildi. Elektroforetik
seperasyon sonucu saptanan ILTV DNA bantlarinin bulundugu boliim agaroz jelden
kesilerek ¢ikartildi ve onceden tartilmis 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipline aktarildi. Jel
dilimlerinin net agirliklar1 belirlendi ve iizerlerine 1’ er hacim jel i¢in 5 er hacim GB
buffer eklendi. Jeller tamamen eriyinceye kadar 50°C de bekletildi ve spin kolonlara
aktarilarak 13.400 rpm’de 1 dakika santrifiije edildi. Filtratlar atilarak spin kolon igine
750> ser ul wash buffer eklendi ve 2 dakika bekletildi. 13.400 rpm’de 2 dakika
santrifiije edildi. Filtratlar1 igeren tiipler atildi. Spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama
tiiplerine yerlestirildi ve {izerlerine 50’ ser pl elution buffer eklendi. 2 dakika

bekletildikten sonra 3400 rpm’de 1 dakika santrifiije edildi. Filtratlar -20°C de saklandi.
B. Amplifikasyon

DNA amplifikasyonunda kullanilan 6rneklerin hazirlanigi, trakealardan ekstrakte
edilmis olan DNA’larin amplifikasyonunda uygulanan yonteme gore hazirlandi. Farkli
olarak master mix I yerine ile master mix II kullanildi. Amplifikasyon prosediirii olarak

trakealardan ekstrakte edilen DNA’ larin amplifikasyon prosediirii uygulandi.

3.2.1.3. Elektroforetik seperasyon ve DNA’ nin saptanmasi
Trakeal orneklerden ve jelden ekstrakte edilerek amplifiye edilen DNA’ larin
elektroforetik seperasyonlart ayni sekilde gerceklestirildi. Bu amagla amplifiye edilmis
PCR firiinlerinden 10’ ar pl alinarak iizerlerine 2’ ser pul yiikkleme solusyonu eklendi. Bu
karisgtmlardan 10° ar pl agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi.llk siraya 1 ul DNA

marker, ikinci siraya 10 pl negatif kontrol, {iclincii siraya 10 pl pozitif kontrol ve diger
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siralara amplifiye edilmis PCR f{irtinleri konuldu. Elektroforez islemi 90 voltta bir saat
siireyle gerceklestirildi. Bu siirenin sonunda agaroz jel tanktan alinarak ethidium
bromide sollisyonunda 60 dakika siireyle bekletildi. DNA bantlarinin olusumu UV

transmilator lizerinde gozlendi (63).

3.2.1.4. Sonuglarin Yorumlanmasi
Agaroz jel elektroforetik seperasyonlar sonucunda 588 bp molekiiler agirliginda

bant olusumu pozitif degerlendirildi (63).

3.2.2. ELISA

Uretici firma tarafindan kitte belirtilen yonteme gore yapildi. Kan serumlart
sulandirma sivist ile 1/500 oraninda sulandirildi. Mikroplaka {izerindeki A; ve B,
cukurlarma 100’er pl negatif kontrol, C; ve D; ¢ukurlarina 100’er pl pozitif kontrol,
El1 ve FI kuyucuklarina 100’er ul referans kontrol serumlar1 ilave edildi. Diger
bosluklara test edilecek sulandirilmis serum 6rneklerinden 100° er ul ilave edildi.
Plakanin iistii kapatildi ve oda 1sisinda 60 dakika bekletildi. Mikroplakalar her
kuyucuga 300’ er pl dolacak sekilde yikama sivisi ile 4 kez yikandi. Tim
kuyucuklara 100’ er ul konjugat ilave edildi. Ustii kapatilarak oda 1s1snda 60 dakika
bekletildi. 4 kez yikandi. Kuyucuklarin tiimiine 100° er ul substrat ilave edildi, oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. her kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu ilave
edildi. ELISA okuyucusu ile 405 nm dalga boyunda okundu.

3.2.2.1. Sonugclarin degerlendirilmesi
Kite 6zgi bilgisayar yazilimi (Biochek Software) ile gerceklestirildi. Hesaplama

sonucu 0.5’in {istiinde degerlere sahip olan 6rnekler pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.2.2. Testin Gecerliliginin Belirlenmesi
Yazilim analizi sonucu RFO06 kontrol serumundan elde edilen degerlerin

istenilen aralikta olup olmadig1 kontrol edilerek belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. PCR Bulgulan

ILTV spesifik primerleri kullanilarak PCR ile incelenen 96 tavuga ait trakeal
svap orneklerinden 17’ sinde 588 bp’ de siipheli bantlar gozlendi (Sekil 4.1). Bu siipheli
orneklerin jelden yapilan ekstraksiyonu sonucunda, orneklerin 14’ iinde 588 bp’ de
spesifik bantlar gozlendi (Sekil 4.2).

Toplam 96 6rnegin 14 (% 14.58)’ iinde ILTV DNA’s1 saptandi.

PCR ile pozitif bulunan 14 6rnegin 11’ inin 10-106 haftalik yaslar arasindaki
yumurtact siiriilerden, diger 3 6rnegin 20 giinliik broyler siiriilerinden alinan tavuklara
ait oldugu belirlendi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1: Trakea orneklerinin alindig: tavuklara ait PCR bulgulari




603 bp
588 bp

Sekil 4-1: Trakeal svap érneklerinden ekstraksiyonu takiben yapilan PCR’n
elektroforetik separasyonu

M= Marker, N=Negatif Kontrol, P=Pozitif Kontrol, Pozitif Siipheli Ornekler 67, 69.

603 bp
588 bp
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Sekil 4-2: Jelden ekstraksiyonu takiben yapilan PCR’1n elektroforetik seperasyonu

M= Marker, N=Negatif Kontrol, P=Pozitif Kontrol, Pozitif Ornekler 69, 71, 86, 59, 9, 11, 26
Negatif Ornek 67
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4.2. ELISA Bulgulan
ILTV spesifik antikorlarin varligi yoniinden ELISA ile incelenen 96 tavuk

serumunun, 40 (% 41,67)’ 1 pozitif olarak saptandi.

Sero-pozitif 40 tavuk serumunundan 22’ sinin 10-106 haftalik yaslar arasindaki
yumurtaci tavuklara, 18’ inin 20-40 giinlilk broyler tavuklara ait oldugu belirlendi
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Kan serumu ornekleri alinan tavuklara ait ELISA bulgulari




27

PCR ile trakealarinda ILTV DNA’ s1 saptanan 14 tavuktan 6 (% 42.86) sinin
kan serumunda ELISA ile antikor saptanirken, 8 tavuk serumunun sero-negatif oldugu
belirlendi. Trakealarinda PCR ile ILTV DNA’ s1 saptanmayan 82 tavuk serumundan 34
(% 41,46)’ 1 sero-pozitif saptandi. Yumurtac siiriilerden 4, broyler siiriilerden 2 tavuk

PCR ve ELISA ile pozitif bulundu (Tablo 4.3).



Tablo 4.3: Tavuklara ait PCR ve ELISA sonuclar:

10-11
haftahk

20
giinliik

giinliik

40
giinliik

91
haftahk

100-102
haftahk

40
haftahk

104-106
haftahk

104
haftahk

28
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5. TARTISMA

Infectious laryngotracheitis (ILT), basta tavuklar olmak iizere siiliin, tavus kusu
ve Ordeklerde gelisme geriligi, yumurta veriminde azalma ve oliimlere neden olan, akut
seyirli viral bir solunum yolu infeksiyonudur. Hastalik etkeninin, Herpesviridae
familyasia ait, Alphaherpesvirinae alt familyasindan Gallid herpesvirus 1 oldugu

bildirilmistir (7, 21, 22, 28, 36, 57).

ILT infeksiyonunun damlacik infeksiyonu seklinde solunum yoluyla bulastigi,
vertikal yolla ise bulasmanin olmadigi saptanmustir (1, 7, 22). Bununla birlikte
kontamine ekipman ve althigin kullanimi ile mekanik yolla bulagsma olabilecegi de

vurgulanmstir (7).

Ulkemizde ILT hakkinda sinirh sayida calisma bulunmaktadir. Ertiirk ve ark.
(17), 1933-1974 yillar1 arasinda inceledikleri 531 kanatli hayvandan, 5’ inde ILT
saptadiklarin1 bildirmislerdir. Baysal ve ark. (8), Konya yo6resinde 1983-1986 yillari
arasinda aliman 1161 serum orneginden yalnizca birinde agar jel diffuzyon testi ile
pozitiflik saptamiglardir. Babila ve ark. (3), Trakya yoresindeki bir kiimeste bulunan
tavuklarda AGP ile sero pozitiflik saptadiklarini bildirmigler ve bu ¢alisma sonucunda
ILT’ nin heniiz sorun yaratacak diizeyde olmadigini vurgulamislardir. Erdksiiz ve ark.
(17), patoloji laboratuvarlarina getirilen bir déviis horozunda ILT olgusunu histolojik ve
serolojik olarak tanimlamislardir. Giilgatt ve ark. (27), Elazig yoresinde bir bahge
tavugu siiriisiinde sekillenen salgin nedeniyle olen 9 tavuktan aldiklar1 trakea
orneklerini PCR ile incelemisler ve oOrneklerin tiimiinde (% 100) ILTV DNA’ s1
saptamislar, 9 6rnegin 8 (% 88.8)” inden ILTV izole edildigini bildirmislerdir.

Bu calismalarin aksine gerek Koruma ve Kontrol Genel Midiirliigiiniin (74),
gerekse OIE (72)’ nin web sayfalarinda hastaligin iilkemizdeki durumu ile ilgili veri
bulunmamaktadir. Ulkemizde kanatli hayvan yetistiriciliginde son 50 yilda goriilen
biliylime ve yetistiriciligin yapildig1 bolgelerdeki kanatli populasyonlarinda meydana
gelen yogunlagsmaya bagli olarak yetistiricilerden alinan bilgi 1518inda hastaliktan

stipheli olgularda bir artig oldugu gozlenmektedir.
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Bu arastirmada yukarida sunulan bilgiler dogrultusunda, Bandirma, Izmir,
Afyon ve Bolu yorelerinde yetistirilen 11 ticari isletmedeki 52° si yumurtaci, 44’ i
broyler olmak iizere toplam 96 tavuga ait trakeal svap Orneklerinden spesifik ILTV
DNA’ siin varligi PCR ile, aynm1 tavuklardan alinan kan serumu 6rneklerinden spesifik
ILTV antikorlarinin varligi ELISA ile incelenerek, hastaligin iilkemizdeki durumu
hakkinda bilgi elde edilmesi amaglandi. Arastirmanin sonucunda, 96 tavugun 14 (%
14,58)’ linde PCR ile ILTV DNA’ sinin, 40 (% 41,7)’ inda ILTV spesifik antikorlarin

saptanmis olmast hastaligin artik sorun olusturacak diizeylere ulagtigin1 gostermektedir.

Linares ve ark. (44), Kaliforniya’ daki salgmin kaynagmin belirli siirelerde
yumurtacilara uygulanan canli asilar olabilecegini bildirmislerdir. Wunderwald ve ark.
(66), Isvigre’ de damuzlik siis tavuklarindaki salginin, bu iilkede ILTV asisinin yasak
olmas1 nedeniyle, infeksiyon kaynaginin as1 susu olmayacagini, biiyiik olasilikla % 33.2
oraninda sero-pozitiflik gosteren siis ve bahge tavuklarinin kaynak olabilecegini

belirtmislerdir.

Bu arastirmada {zmir> de yetistirilen iki broyler siiriisii disindaki dokuz siiriide
ya PCR ile virus DNA’ s1 ya da ELISA ile spesifik antikorlarin saptanmasi incelenen
yorelerde infeksiyonun belli bir oranda bulundugunu ortaya koymustur. Olasi
infeksiyon kaynaklar1 arastirildiginda, iilkemizde ILTV asisimin ithali ve kullanimi
olmadigindan asidan kaynaklanan bulagsma olasiliginin olamayacagi diistiniilmektedir.
Ancak bunun yaninda, kacgak as1 kullanimimnin olabilecegi ya da asili siiriilerin yurda
giriglerinin dnlenmesine yonelik kontrollerde aksamalar olabilecegi g6z Oniine alinirsa,

yine de asidan kaynaklanan bir bulagma riskinin varhig1 géz ardi edilmemelidir.

Avrupa farmakopesinde (75), kanatli asilarininin birgok viral hastalik etkeninin
yanisira ILTV yoOniinden de serum noétralizasyon, ELISA ve fluoresans boyama
yontemleri ile test edilmesi ve ILTV’ den ari olmas1 gerektigi bildirilmektedir. Vogtlin
ve ark. (63) da kanath sektoriinde kullanilan asilarin ILTV ile kontamine olmasinin
hastaligin yayilmasinda bir faktor olacagi goriisiine dayanarak, canli ve inaktif asilarda
ILTV kontaminasyonunu saptamak amaciyla PCR teknigi gelistirmislerdir. Ulkemizde
kanath yetistiriciliginde kullanilan asilardaki ILTV kontaminasyonun saptanmasina
yonelik bir rapor bulunmamasina karsin, hastaligin yayilmasinda bir risk

olusturabilecegi diisliniilmektedir.
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ILTV’ nin latent formunun trigeminal ganglionda bulunmasi ve hayvanlarin
immun durumlarina bagh olarak hastaligin tekrar ortaya ¢ikabilmesi nedeniyle, infekte
stiriilerin re-infeksiyon kaynagi oldugu kabul edilmektedir (22, 36). Hughes ve ark.
(40), salgmlarin ozellikle daha onceden infeksiyonun ¢iktigr kiimeslerde ya da bu
kiimeslere yakin yerlere tasinan siiriilerde goriildiigiinii saptamiglardir. Arastiricilar ayni
zamanda yumurtlamaya baslamanin da tastyict hayvanlarda ILTV’ nin yayilimi {istiinde
onemli bir etkisi oldugunu bildirmislerdir. Ulkemizde, biiyiik dlgekli yetistirmelerde
yumurta liretiminin siirekli geng siiriiler ile takviye edilmesi nedeniyle, yasli hayvanlar
genglerle birarada tutulmaktadir ve bu durum bir¢ok infeksiyonun ¢ikmasinda nemli
rol oynamaktadir. ILTV infeksiyonunun yayiliminda en 6nemli kaynaklardan biri de
iyilesmis ancak etkeni latent olarak tasiyan eriskin hayvanlar olacagindan, bu
aragtirmada ozellikle Afyon bolgesi olmak {izere biitiin yumurtaci siiriilerde hastaligin

saptanmasinin bir nedeninin de bu yetistirme sekli olabilecegi diistiniilmektedir.

ILT asis1 uygulanan iilkelerde bile, yasam siireleri kisa oldugu igin broyler
stiriilerde asilama tercih edilmemektedir. Bu arastirmada orneklerin alindigi broyler
isletmelerinde “tim hayvanlarin ayni anda isletmeye girdigi ve ¢iktig1” yetistirme
sekline uyuldugu i¢in, farkli yaslardaki hayvanlar bir arada bulunmamaktaydi. Bu
nedenle pozitif hayvanlarin bulundugu broyler siiriilerinde bulagsmanin daha cok

kontamine yem, malzeme ya da personel araciligiyla olabilecegi agirlik kazanmaktadir.

ILTV’ nin solunum yoluyla bulagmasindan sonraki 6-12 giin igerisinde klinik
semptomlarin sekillendigi ve 10-14 giin sonra hayvanlarin kendiliginden diizeldigi
bildirilmistir (5, 6, 15). Klinik bulgular infeksiyonun siddetine bagli olarak degismekte
olup, hastaligin hafif formunda sadece solunum baskilanmakta, siddetli infeksiyonlarda
ise asfeksi sonucu Oliimlere varan sonuglar gozlenebilmektedir (1, 6, 22, 65, 71).
Linares ve ark. (44) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, tavuklarda ILT salgininda
karakteristik bulgularin aksine yalnizca trakeada mukus ve konjunktivit gorildiigi
bildirilmistir. Burns (11), 2001-2002 yillarinda Kaliforniya’ da bulunan broyler
stiriilerinde ILTV’ nin hafif formunu saptamistir. Humberd ve ark. (41), solunum yolu
hastalig1 bulunan 24 nonspesifik trakeit olgulu tavugun yalnizca 7’ sinde ILTV DNA” s1
saptadiklarin1 bildirmiglerdir. Bu tez ¢alismasinda, Orneklerin alindigir bir giinlik
siiriiniin disindaki tim siiriilerde ¢ok diisiik diizeyde solunum problemleri oldugu,

sadece Bandirma yoresindeki 10-11 haftalik yumurtac siiriide solunum baskilanmasi ve
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gelismede gerileme problemleri kaydedilmistir. Bu nedenle Bandirma yoresindeki 10-
11 haftalik yumurtaci siirii disindaki siirtilerde DNA’ lar1 saptanan ILTV’ lerin hafif
enzootik forma neden olan suslar olabilecegi diistintilmiistiir. Bu arastirmanin verileri,
tavuk yetistiriciligi yapilan yerlerde solunum problemi olan hayvanlarin ILT yoniinden

de incelenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

ILT’ nin tanis1 amaciyla histopatolojik yontemler, virus izolasyonu ve serolojik
testler kullanilmakta olup, son yillarda tanida DNA prob-hibridizasyonu ve PCR gibi

molekiiler tan1 yontemlerine 6nem verilmeye baslanmustir (1, 2, 37, 48, 50, 65, 71).

ILT’ nin tanisinda PCR kullaniminin artmasini takiben, arastiricilar tim ILTV
suslarin1 saptayabilecek primer dizilimleri iizerinde ¢aligmalarini yogunlastirmistir (2,
12, 13, 29). Alexander ve ark. (2), Ont 1598 susunun SA-2 genine spesifik primerler
dizilimlerinin farkli cografik bolgelerden izole edilen suslar1 saptayabildigini ve bunun
yaninda salginlarin erken tanisina yonelik PCR c¢alismalarinda da kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Vogtlin ve ark. (63), asilardaki ILTV kontaminasyonu saptamak
amactyla yiiksek korumali bir bdlgede bulunan p32 genine spesifik primerler
kullanmuslardir. Ulkemizde ILT’ nin PCR ile tamstyla ilgili yalnizca bir ¢alisma (27)
bulunmakta ve sekanslama ile ilgili herhangi bir aragtirma bulunmadigindan, bu
arastirmada farkli ILTV suslarii goézden kagirmamak amaciyla Vogtlin ve ark. (63)’

nin kullandiklar primer dizilimleri kullanilmistir.

ILT’ nin serolojik tanisi iizerine yapilan ¢aligmalar, ELISA’ nin hastaligin erken
donemlerini saptamada yetersiz kaldigini, gerek dogal infeksiyonlarda gerekse deneysel
infeksiyonlarda, infekte hayvanlarda antikor titrelerinin ELISA ile en erken 2 hafta
sonra (ortalama 2-6 hafta) saptanabildigini ortaya ¢ikarmustir (16, 50, 51, 53). Bu
aragtirmada PCR ile ILTV DNA’ s1 saptanan 14 tavugun 8 (% 57,1)’ 1 sero-negatif
olarak saptandi ve bu durum tavuklarin heniiz hastaligin erken déneminde olabilecekleri

i¢in ELISA ile antikorlarin saptanamamis oldugu seklinde yorumlandi.

Yapilan deneysel ¢alismalar, ILTV’ nin hastaligin erken donemlerinde trakeada
bol miktarda bulundugunu, ancak yaklasik 6. glinden itibaren trigeminal ganglionlara
yerlesmeye bagladigini, bu durumun etkenin izolasyonu agisindan sorun
yaratabilecegini vurgulamaktadir. Bu arastirmada PCR ile ILTV DNA’ s1 saptanmayan
82 tavugun 34 (% 41.46)’ iinde spesifik antikorlarin saptanmasi, bu siiriilerde hastaligin

akut doneminin ge¢mis olabileceginin bir gostergesi olarak diistinilmustiir.
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Bu arastirmada, ii¢ii yumurtaci ikisi de broyler siiriilerden olmak iizere, toplam
bes siiriide hem PCR hem de ELISA ile pozitif hayvanlarin saptanmasi siirli i¢inde

hastaligin yayilmakta olduguna isaret etmektedir.

Siirli bazinda yapilacak degerlendirmede incelenmis olan 11 siiriiden 10’unda

ILTV saptanmustir.

Bu tez caligmasinda, PCR ve ELISA yontemleri kullanilarak Tiirkiye’ de ILTV’
nin varlig1 farkl bolgelerde saptanmistir. Bu bulgularin 15181nda, hastaligin kaynaginin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yanisira latent infekte siiriilerin saptanmasi
amaciyla, serolojik taramalari takiben pozitif saptanan hayvanlarin trigeminal
ganglionlarindan virus izolasyonu ya da PCR ile ILTV DNA’ sinin saptanmasina
yonelik calismalarin da hastalikla miicadele programi igerisinde yer almasi gerekliligi

ortaya ¢cikmaktadir.
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