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destek olan tiim calisma arkadaslarima, ayrica manevi varliklarini her zaman yanmimda
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Elif ZENGI CORGA ve esim Harun DURAK ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

KANATLI KAN SERUMLARINDA AViAN RHINOTRACHEITIS VIiRUS (ART)
ANTIKORLARININ ELISA iLE BELIRLENMESI

Durak E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Avian Rhinotracheitis Virus, kanatlilarda {ist solunum yollarin1 etkilemektedir. Broyler
damizliklarda ise solunum yollar1 ile birlikte sinirsel semptomlar ile yumurta veriminde
diistiklik gozlenmektedir. Klinik tablonun ortaya c¢ikisinda sekonder patojenlerin ve
yetistirme kosullarmin énemli rolii bulunmaktadir. Infeksiyonun tanisinda serolojik yontemler
onem tasimaktadir. Ozellikle ELISA bu amacla kullamlmaktadir.

Bu calismada, Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki Ticari Broyler yetistirilen kiimeslerde,
solunum yollarinda hastaliga ve yiikksek verim kayiplarina neden olabilen Avian
Rhinotracheitis virusunun neden oldugu hastaligin serolojik prevalansmin saptanmasi
amaclanmistir. Orneklemede Aydin’da 9 farkli kiimesten 178, Izmir’de 11 farkli kiimesten
215, Manisa’da 8 farkli kiimesten 159 adet olmak iizere toplam 28 farkli kiimesten 552 adet
kan 6rnegi kullanilmistir. Her {i¢ ilin toplaminda tiim numunelere gore bir degerlendirme
yapildiginda ise arastirmada islenen toplam 552 adet kan serumunun ELISA testi ile ART
yoniinden degerlendirmesinde pozitiflik oran1 % 73,91 (408 pozitif — 144 negatif) olarak
tespit edilmistir. Aydin ilindeki pozitiflik oram1 %69,66 , izmir ilindeki pozitiflik orani
% 80,93, Manisa ilindeki pozitiflik orani ise %69,18 olarak tespit edilmistir.

Calisma sonuglar degerlendirildiginde her {i¢ ilde de pozitiflik oranlar1 da oldukga yiiksek
bulunmustur. Bu nedenle hastalikla ilgili daha fazla ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya
cikmaktadir. Hastalikla miicadele agisindan daha ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi yararl
olacaktir.

Anahtar kelimeler: Avian Rhinotracheitis Virus, ELISA, Kanatli
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF AVIAN RHINOTRACHEITIS VIRUS (ART)
ANTIBODIES IN POULTRY BLOOD SERA WITH ELISA

DURAK E. Aydin Adnan Menderes University of Health Sciences Microbiology
Program, Master’s Thesis, Aydin, 2019.

Avian rhinotracheitis virus affects the upper respiratory tract in poultry. In broiler breeders it
is observed that there is a decrease in the egg production with neural symptoms along with
the respiratory tract. Secondary pathogens and growing conditions play an mportant role in
the appearance of the clinical picture. Serological methods are important in the diagnosis of
infection. Especially ELISA is used for this purpose.The aim of this study is to determine the
serological prevalance of Avian Rhinotracheitis virus which can cause respiratory diseases
and high yield losses in Commercial Broiler coops in Aydin, izmir and Manisa provinces. In
the samplingi totally 552 blood samples from 28 different coops, 178 from 9 different coops
in Aydin, 215 from 11 different coops in Izmir and 159 from 8 different coops were used.
When an evaluation was made according to all sample in the total of all three provinces, the
positivity rate in the ART evalution of 552 blood sera processed in the study was found to be
73,91% (408 positive-144negative).

The positivity rate in Aydin province was 69,66%, the positivity rate in izmir province was
80,93% and the positivity rate in Manisa province was 69,18%. When the results of the study
were evaluated, the positivity rates in all theree provinces were found to be quite
high.Therefore, it is necessary that more studies about the disease should be done. More
detailed studies will be useful in terms og struggling with the disease.

Keywords: Avian Rhinotracheitis Virus, ELISA, Poultry



1. GIRIS

Avian Rhinotracheitis (ART), baglangicta Turkey Rhinotracheitis (TRT) olarak
adlandirildi ancak artitk daha cok Avian Pneumovirus (APV) enfeksiyonu olarak
degistirilmistir  (Pattison, 1998). Avian Pneumovirus, Paramyxoviridae familyasi,
Pneumovirinae alt familyasi, Metapneumovirus genusunda klasifiye edilmektedir (Pringle,
1999). Virus tek iplikcikli riboniikleik asit (RNA) kapsar, zarflidir, negatif ve helikal simetri
gosterir (Resim 1) (Collins ve ark, 1986). Elektron mikroskobisinde, pleomorfiktir ve uzun
filamentler olusturur, bazen de kiiresel oldugu go6zlenmektedir (Resim 2). Ortalama

biiytikliigii 100-200 nm’dir (Dan1 ve ark, 1999).

Resim 1. Paramyxoviruslarin sematik goriiniisii
Fenner ve ark (1999)’dan modifiye edilmistir.

Resim 2. Elektron mikroskopta Paramyxo virion (Balik kilgig1 goriiniimii)
Fenner ve ark (1999)’dan modifiye edilmistir.

Etken ayrica broyler ve broyler damizlik yonlii yetistirilen tavuklarda Swollen Head
Syndrome (SHS) olarak bilinen hastalik tablosunun da etiyolojisi iginde ele alinmaktadir.

Yapilan calismalar etkenin primer olarak iist solunum yollarinda lezyonlara neden oldugunu



ve konakciyr sekonder bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi duyarli hale getirdigini,
firsat¢ilarin katihmi ile de Swollen Head Syndrome (Siskin Bas Sendromu) tablosunun
sekillendigini géstermektedir (Gough ve ark,1994).

Arastirmamizda Aydin ve civari illerdeki ticari tavuk yetistirilen kiimeslerde, solunum
yollarinda infeksiyonlara ve yiiksek verim kayiplarina yol acan Avian Rhinotracheitis

virusunun neden oldugu hastaligin serolojik dagilimin saptanmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Tavuklarda goriilen Swollen Head Syndrome, 1971-1972 yillarinda Giiney Afrika’da
gozlenmistir. Ancak 1974 yilina kadar Newcastle Disease ile iligkili sekonder bir patojen
oldugu, 1979 yilina kadar ise yetistirme ile iligkili bir problem oldugu diisiiniilmiistiir (Morley
ve Thomson, 1984).

Avian Pneumovirus, ilk olarak 1978 yillarinda Giiney Afrika’daki salginda hindilerden
izole edilmistir (Lister ve ark, 1986). Daha sonra Ingiltere, Fransa, Italya, Israil, Belgika,
Japonya, Macaristan, Brezilya, Ispanya, Hollanda, Amerika gibi bircok iilkede hindi ve
tavuklardan izole edilmistir (Chiang ve ark, 2000).

Daha sonra 1985 yilinda Fransa ile Ingiltere’de Swollen Head Syndrome ile
Rhinotracheitis Virus ayni1 donemde rapor edilmis ve bu iki hastalik arasinda iliski olabilecegi
diistiniilmiistiir (Wyeth , 1990).

Ingiltere ile Fransa’da 1985 yilindaki salginlardan sonra etken tamimlanmistir (Jones

ve ark, 1986).

2.2. Etiyoloji

Avian Pneumovirus, Paramyxoviridae familyasi, Pneumovirinae alt familyasi,
Metapneumovirus genusunda klasifiye edilmektedir (Pringle, 1996). Dogal konakgilar
kanatlilardir.  Insanlarda ve diger hayvanlarda dogal veya deneysel yolla infeksiyon
bildirilmemistir (Naylor ve Jones, 1993).

Hindi ve tavuk orijinli Rhinotracheitis Virus, bu tiirlere replike olmakta ve serolojik
yanit olusturmaktadir (Majo ve ark, 1996). Ancak bu iki izolatlar arasinda in vivo biyolojik
farklilik olusabilecegini ve farkliligin viriis alt tipi ile ilgisinin olmadigin1 bildirmektedir
(Catelli ve ark, 1998). Cook ve arkadaslari ise iki izolatin iki tiirde de infeksiyona neden
oldugunu, antikor yaniti uyardigim1 ve ancak orijin aldiklan tiiriin trachea epitelyumunda
lezyonlara neden oldugu bildirilmistir (Cook ve ark, 1993). Dogal ve deneysel infeksiyon
siiliin, keklik, be¢ tavugunda bildirilmistir (Jing ve ark, 1993). Kaz, giivercin, 6rdeklerde
deneysel infeksiyonlarda serolojik yanit meydana gelmedigi bildirilmistir (Gough ve ark,

1988).



Rhinotracheitis viriis niikleoprotein (N), fosfoprotein (P), matriks protein (M), kiigiik
hidrofobik protein (SH), yiizey glikoprotein (G), fiizyon protein (F;F1,F2), ikincil matiks
protein (M2-22K), viral RNA iligkili RNA polimeraz (L) virion proteinlerine sahiptir (Tablo
1). Viral replikasyon stoplazmada gerceklesir. Virionlar biiyiik peplomerlerle gevrili ve 1s1ya

kars1 oldukca duyarhidirlar (Seal ve ark, 2000).

Tablo 1. Paramyxoviruslardaki virion proteinleri ve bunlarin fonksiyonlar

Pneumovirus Fonksiyonlan

G Hiicrete tutunma,Hemaglutinin aktivitesi yoktur, Immune uyarim
F Hiicreye fiizyon,Hiicreler aras1 yayilma,immune uyarim

N Niicleoprotein, RNA genom uyarimi

L,p Transcriptase, RNA genom transcripsiyon

M Matrix protein,

Fenner ve ark (1999)’dan modifiye edilmistir.

Virus, F proteinleri ile hiicre flizyonuna sahip olsa da hemaglutinasyon aktivitesine
sahip degildir. Virusta antijenik determinantlarin ¢ogu G yiizey glikoproteinlerinde bulunur
ve ndraminidaz aktivitesine sahip degildirler (Seal ve ark, 2000).

Virus konak¢1 diginda uzun siire canlilik 6zelligi gdsteremez (Jones ,1996). 50°C’de 6
saatte ve 37°C’de 72 saatte tamaman canliligmi yitirir. 20°C’de 4 haftadan fazla
yasayamazken -20 ve -70°C’de 58 hafta canliligin1 korur. Ayrica -20°C’de 6 haftaya kadar
infektivite 6zelligini korur (Hafez , 1993).

2.3. Epizootiyoloji

Virusun yayilma sekli tam olarak aydinlatilamamistir. Virus 1971-1972 yillarinda
Gliney Afrika’da ilk kez bildirildiginde yabani kuslarin dogal patojeni oldugu diisiiniilmiistiir.
Bagka iilkelerde de gozlenmesi iizerine yayilimda gé¢men kuslarin etkili olabilecegi goriisiine
varilmistir (Jones , 1996 ).

Virusun gozlenmesi ile hastaligin bir hafta gibi kisa siireler igerisinde iilkelerin diger
bolgelerine hizla yayilmasi ile mekanik tasiyiciligin ve hava yolunun yayilimda etkili
olabileceginden siiphe edilmistir (Naylor ve Jones, 1993). Ancak bunun iizerine Cook ve
arkadaslar1 ¢aligmalarinda ayr1 odalarda tuttuklari infekte palazlardan infekte olmayan
palazlara hava akimi olmasina ragmen bulag sekillenmemistir (Cook ve ark,1991). Giraud ve

arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmalarda horizontal bulasmanin miimkiin oldugunu rapor etmis,



dolayisiyla da temasm bulasmada 6énemli oldugunu kanitlamislardir (Giraud ve ark, 1986).
Ergin hayvanlarda bulagsmada giftlesmenin de etkili oldugu bildirilmis ancak bu konuda
yapilan ¢alismalar yeterli degildir (Cook ve ark,1991).

Virusun solunum yollarindan fazlaca bulunmasi, bagirsaklarda hi¢ bulunmamasi ya da
az miktarda bulunmasi ile virusun aerosol yolla yayilimimin sekillendirildigi bildirilmistir

(Cook ve ark,1991).

2.4. Semptomlar

Her yastaki tavuklar viriis tarafindan infekte olabilirler. Genel olarak broylerlerde 4-6
haftalik, damizlik broylerlerde 24-52 haftalik donemlerde daha ¢okta yumurta veriminin pik
yaptig1 30. haftada goriilmektedir (Pattison ve ark, 1989). Ancak daha erken yaslarda da
goriilmistiir (Otsuki ve ark, 1996).

Broylerlerde hastalik tablosu hapsirma, aksirik ile baslar ve 24 saat icinde gozlerde
konjuktivitis sekillenir. Bunu takiden periorbital bosluktan, basa, submandibular bdlgeye,
sakala kadar subkutan 6demat6z siskinlik (Resim 3) ,0kstriik, nasal akinti, kulak akintisi
hareketsizlik, durgunluki infraorbital sinuslarda siskinlik sekillenir (Morley ve Thomson,
1984). Ayrica opistotonus, tortikollis, inkoordinasyon, kafada titreme gibi sinirsel semptomlar
gbzlenir (Resim 4) (Bazi hayvanlarda kotii kokulu yesil ishal , kloakal bolgede kirlilik
gozlenmektedir (Wyeth , 1990).

Resim 3. Siskin bag sendromu
WEB 1 kaynagindan modifiye edilmistir.



Resim 4. Sinirsel Semptomlar (‘Opistog)nus, Toikollis)
WEB 1 kaynagindan modifiye edilmistir.

2.5. Teshis

Viriis konak¢ida ¢ok kisa siire kalmakta ve klinik semptomlar sekillendikten sonra
izolasyon sans1 diisiiktiir. Klinik semptomlar sekillenmeden yiiksek oranda viicuttan
sacilmaktadir (Buys ve ark, 1989). Bu sebeple virus izolasyonunda 6rne§in ne zaman
alindig1 6nemlidir (Cook ve ark, 1991). Yapilan deneysel calismalarda inokulasyonun 5-7.
Gliniinden sonraki sonraki izolasyon ¢aligmalarmin giiclestigi, viriis yiiksek titrede inokule
edildiginde 11-12. giine kadar solunum yolu dokularinda az da olsa tekrar izole edilebilecegi
rapor edilmistir (Catelli ve ark, 1998).

Izolasyonda diger izolasyon ydntemlerine gére daha duyarli oldugundan genellikle
TOK tercih edilmelidir. Hiicre kiiltiirii ile izolasyonun gii¢ oldugu bildirilmistir ( Jones ve
ark, 1988). Buna karsin TRTV’ nin CEF ve QT-35 (Quail tumor-35) hiicre kiiltiirii
kullanilarak direkt izolasyonu gergeklestirilmistir (Goyal ve ark, 2000).

Infeksiyonun tamisinda kullanilan, dokularda daha diisiik titredeki viral antijeni ortaya
koyabilen PCR teknigi, viriis izolasyonuna gore avantajlara sahiptir. Bu teknikle viral
antijenin 17-19. giine kadar {ist solunum yollarinda ortaya konulabildigini deneysel ¢calismalar
gostermektedir (Jing ve ark, 1993). Tan siiresi 2-3 giin siirer, diger patojenlerin varlig
etkilemez (Shin ve ark, 2000). Dani ve arkadaslari, immunochemiluminescent Southern blot
RT-PCR ve nested PCR yontemlerinin single PCR amplikasyonundan en az 100 kat daha
duyarli oldugunu bildirmektedirler (Ali ve Reynolds, 1999).

Immunofloresan ve IP teknikleri de viral antijeni ortaya koyma yeteneginde oldugu

bildirilmistir (Jones ve ark,1986). Jones ve arkadaslari, IF tekniginin TOK ile izolasyona daha
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hizli ve duyarli oldugunu rapor etmis ancak Jones, I[F metodunun sahadaki basarisinin yeterli
olmayacagini bildirmistir (O’loan ve Allan,1990).

Rhinotracheitis infeksiyonu sonrasi humoral immun yanit olugmaktadir. Olusan
spesifik antikorlar IIF, SN ve ELISA teknikleri ile ortaya konmaktadir. IFF metodunda
kullanilan antijenle kapli mikropleytler -30°C ‘de 1 yila kadar saklanabilir ve sonuglarin 3
saat gibi bir siirede alinabilir olmasi ile rutin saha c¢aligmalarinda kullanabilecegi rapor
edilmigtir (Usami ve ark, 1999).

Serum Notralizasyon metodu CEF, CEL ve VETO hiicre kiiltiirlerinde
uygulanmaktadir. Bu teknikte adapte olmus viriis ya da adapte olmamuis viriis kullanildiginda
TOK tercih edilmektedir (Naylor ve Jones, 1993). O’Loan ve arkadaslari, infeksiyonun
erken doneminde olugsan, SN metoduyla ortaya konulabilen IgM sinifi antikorlarin ELISA

metodu ile tespit edilemedigini agiklamislardir (O’loan ve ark, 1989).
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Resim 5. Farkli Cesitlerde ELISA Protokollerine Ornekler; A) indirekt ELISA B)
Sandvi¢ ELISA C)Kompetetif ELISA
Baskinci (2012)’dan modifiye edilmistir.

Anti Rhinotracheitis Virus antikorlarin1 tespit etmek i¢in ELISA teknikleri
gelistirilmistir (Wyeth ve ark, 1987). ELISA’nin bazi tekniklerinde saf olmayan, bazilarinda

ise piirifiye antijen kullamilmistir (Cook ve ark, 1988). Infeksiyonun tanisinda, asilamalarin

degerlendirilmesinde indirekt ve blocking yontemiyle hazirlanmis ticari ELISA kitleri

kullanilmaktadir (Chettle ve ark, 1990 ).

Indirekt ELISA tekniginde viriis ile kapli mikropleyt gdzlerine, test edilecek serum

ilave edilip, tiir spesifik enzimle isaretli antiglobulin ve daha sonra substrat ilavesi ile test

serumunda spesifik antikorlarin varligi renk degisimi olusmasi ile ortaya konmaktadir (Resim
5) (Jones, 1996).



Blocking ELISA tekniginde ise mikropleyte test serumu sonra monoklonal antikor
ilave edilir. Daha sonra monoklonal antikorlara karsi hazirlanmis enzimle isaretlenmis
antiglobulin, substrat ilave edilir. Ren degisikliginin olusmasi sonucun negatif oldugunu
gosterir (Resim 5) (Jones, 1996).

Virus izolasyonunun gii¢ olmasindan dolay1 tanida serolojik yontemler biiyiilk 6nem

tagimaktadir (Grant ve ark, 1987).

2.6. Tedavi, Koruma ve Kontrol, Asilama

Rhinotracheitis Virus Infeksiyonlari ve Swollen Head Syndrome’unda sekonder
bakteriyel infeksiyonlar i¢in antibiyotik kullanimi Onemlidir. Ayrica havalandirma
hijyen,altlik yerlesim siklig1 gibi yetistirme kosullarinin iyilestirilmesi 6nerilmektedir (Jones ,
1996). Yetistirmede hepsi iceri hepsi disari kuralinin uygulanmasi da hastaligi onlemede
onemlidir (Usami ve ark, 1999).

Korumada alinan onlemlerin disinda asilama yapilmaktadir (Cook ve ark, 1989 ).
Canli ve inaktif asilarin, infeksiyon nedeniyle sekillenen kayiplari 6nledigi bildirilmistir
(Cook, 2000). Canl1 agilama uygulama hayvanlarda yumurta verimi dncesinde inaktif asilarin
uygulanmasiin etkili oldugu bildirilmistir (Cook ve ark, 1996). Cook ve arkadaslar
yaptiklar ¢alismada, canli agimin tek bagina hastaliga kars1 koruyamamasina ragmen yumurta
verimi diigiikliigiine karsi korudugunu, canli as1 sonrasi inaktif asimnin uygulanmasi ise
hastaliga ve yumurta verimi diisiikliigline kars1i korudugunu bildirmislerdir (Cook ve ark,
1996).

Virusun 6nemli virion proteinleri olan flizyon protein ve yiizey glioproteinleri, alt
tipler arasindaki yiizey glikoproteinlerdeki farkliliklar dikkate alinarak daha etkili asilarin
olusturulabilecegi ifade edilmistir. Hali hazirda kullanilan agilarin, hem giivenilirligi hem de

koruma mekanizmasinin hala tartisilir oldugu bildirilmektedir (Jones, 1996).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Kan Ornekleri
3.1.2. Orneklerin Alinmasi

Aydin, izmir ve Manisa illerindeki Broyler yetistiriciligi yapan kiimeslerden toplam
552 adet alian kan &rnekleri steril ependorflara konuldu. Ornekleme de Aydin’dan 178,
Izmir’den 215, Manisa’dan 159 adet &rnek toplanmistir. Ornekler 2017 yili eyliil ayinda
alinmistir. Kan numuneleri gerekli mevzuatlar1 iceren yonetmelikler uyarinca stiriilerin
yaklasik %3 tinden, 3 ml miktarinda alinmasina dikkat edildi.

Calismanin yapilmasinda, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulunun (HADYEK) 22.08.2017 tarihli 2017 yili VIII. oturumunda alinan
64583101/2017/091 nolu belge iizerine herhangi etige aykir1 durum olugmamuistir.

Serumu ¢ikarmak i¢in, numuneler 2000 devirde 3 dk santrifuj yapildi. Elde edilen

serumlar, farkl: steril tiiplere koyularak ELISA testi uygulanincaya kadar -20°C’de depolandi.

3.1.3. ELISA
3.1.3.1. ELISA Techizati

Tek ve ¢ok kanalli pipetler (Socorex®), serumda Avian Rhinotracheitis Virus antikor
miktarmi 6lgmek icin ELISA kiti (Rel Assay Diagnostics®, Sehitkamil, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanildi. ELISA testi okuyucusu olarak ise BioTekEIx 808® (USA), 405 nm filtreli
kullanild1.

3.2. Yontem
3.2.1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kiti ve Test Prensibi

Serum Orneklerinde Avian Rhinotracheitis Virus’a karsi spesifik antikor tespiti igin
ticari bir ELISA kiti [Avian Rhinotracheitis Virus test Kit (Rel Assay Diagnostics®,
Sehitkamil, Gaziantep, Tiirkiye)] ile test edildi. Testin uygulanmasinda firetici firmanin
protokolil belirttigi prosediirler dogrultusunda ¢alisilmistir. Prensibi ise Pleyt kuyucuklarina

eklenen serum igerisinde Avian Rhinotracheitis Virus’una kars1 antikor pozitif saptanmasi
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halinde, pleyt kuyucuklarinda var olan inaktif Avian Rhinotracheitis Virus antijeni ile antikor-
antijen kompleksi olusmaktadir. Nonspesifik tavuk antikorlar1 yikama basamag: ile bertaraf
edilmekte; bu basamagin ardindan alkalin fosfataz enzimi ile isaretli anti-tavuk antikorlar
anti- Avian Rhinotracheitis Virus antikorlara yapismaktadir. Testin final basamaginda enzim
ve pNPP kromojen olan substrat ile beliren renk degisiminin spektrofotometrik dansitesi
ELISA cihazinda okutulur (Resim 6). Olusacak rengin yogunlugu direkt olarak serum

icerisindeki antikor seviyesi ile dogru orantili bigimde sonuglanmaktadir.

| <, > Kuyucuklarin Antijenle
; Kaplanmasi

| Yikama

Antikorun Eklenmesi

Enzimle [saretli ikincil Antikor

H Yikama .nm
e N

Fi '{,;'J

L

Yikama {

\‘:} H ° Kromojen
o7
®

Renk Degisikliginin Olgilmesi

Resim 6. ELISA Protokoli
Baskinci (2012)’den modifiye edilmigtir.
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3.2.1.1. ELISA Kiti icerigi

1. inaktive edilmis Avian Rhinotracheitis Virus antijeni ile emdirilmis kuyucuklar,

2. Konjugat ¢ozeltisi (Koyun anti-tavuk: Tris buffer i¢inde protein fikzatorii ile alkalin

fosfataz, inert kirmizi boya, protektif olarak sodyum tasit % 0,1 w/v),

3. Substrat tabletleri (Substrat tamponu ile ¢ozdiiriilmesi i¢in p-NitrophenylPhosphat
(pNPP)
tabletler),

4. Substrat tampon ¢ozeltisi: Enzim ko-faktorleri ile dietanolamin tamponu,

5. Stop ¢ozeltisi: Dietanolamin tamponu i¢inde sodyum hidroksit,

6. Serum numunelerinin diliisyonu: Protein fikzatorlii ve koruyucu sodyum asitli fosfat
tamponu,

7. Yikama ¢ozeltisi: Tweenli toz halinde fosfat tampon ¢ozeltisi,

8. Negatif kontrol: Protein fikzatorlii ve protektif sodyum asitli fosfat tamponunda
0zgll ajanlardan ari serum,

9. Pozitif kontrol: Protein fikzatorlii ve protektif sodyum asitli fosfat tamponunda
0zgll Avian Rhinotracheitis Virus antikorlari.
Substrat reagent: Reagent test yapilacagi zaman hazirlanmalhidir. Substrat reagentin
hazirlamak amaciyla, 5,5-6 ml substrat buffer icerisine 1 tablet atilarak tamamiya ¢ozdiiriiliir
(+/- 10 dak.).

-Yikama buffer: Yikama buffer paketinin tamami 1 litre deiyonize su iginde
¢Ozdiiriliir.

-Diger kit bilesenleri hazir olarak kit igerisinde bulunmaktadir. Oda sicakligina

geldiklerinde kullanilmaktadir.

3.2.1.2. Testin yapilis1

Test edilecek serum Orneklerinin bilgisayara kayitlar1 yapildi. Kuyucuklar, tavuk
serumlart ELISA test kiti oda sicakligina gelinceye kadar (yaklasik 22-24 °C) dinlendirildi.
Tavuk serum numuneleri 1/500 oraninda diliie edildi. ELISA belirtildigi gibi yapildi.

Al ve Bl kisimlarma negatif kontrol, C1 ve D1 kisimlarina pozitif kontrol serumlar
100’er pl ilave edildi.

Diger kisimlara 1/500 oraninda diliie edilmis serum numuneleri 100’er pl olacak
sekilde Avian Rhinotracheitis Virus antijeni ile kaplanmis kuyucuklara ayri ayn teknigine

gore ilave edildi.
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Kuyucuklar oda sicakliginda, analiz tezgahmin iistiine degmeyecek sekilde, hava
gecisi saglanmis sekilde 30 dk dinlendirildi. Boylelikle, serum numunelerinde Avian
Rhinotracheitis Virus antikoru saptanmasi halinde pleyt kisimlarindaki Avian Rhinotracheitis
Virus antijenlerine yapisarak, antijen-antikor bilegseninin meydana gelmesi saglandi. Bu arada
konjugat oda sicakliginda bekletildi.

Pleytler ters diiz edilip seri bir bigimde i¢indeki siv1 atilarak 4 kere, kuyucuklarin her
biri i¢in en az 350 pl yikama ¢ozeltisi ile i¢leri iyice yikandi. Pleytler ters diiz edilip kurutma
kagidina vurularak sivi kalmamasi saglandi. Pleytin yikanmasi sonucunda 6zgiil olmayan
antikorlar ve diger serum proteinleri ortamdan bertaraf edildi.

Pleyt kuyucuklarinin her birine 100°er pl konjugat ilave edilerek oda sicakliginda 30
dk dinlendirildi. Bdoylelikle enzimle isaretlenmis konjugatin hakiki Avian Rhinotracheitis
Virus antikorlarina yapismasi saglandi.

1 pleyt icin kullanilabilen 11 ml substrat tampon ¢ozeltisine 2 tane substrat tableti
ilave edilip bekletilerek karigmasi saglandi.

30 dakika siireyi takiben pleytler ters diiz edilip hizli bir sekilde i¢indeki sivi atild.
Kuyucuklar 4 kez, her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama ¢ozeltisi ile temizlendi. Bu yikama
basamag1 ile Avian Rhinotracheitis Virus antikorlarma yapismayan konjugat ortamdan
bertaraf edildi. Yikama basamagindan sonra tekrar pleyt kurutma kagidina vurularak her
kuyucuga 100 ul substrat ilave edilerek, 15 dakika oda sicakliginda dinlendirildi. 15 dakika
sonunda reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in her kuyucuga 100 pl olacak sekilde stop ¢ozeltisi
eklendi. Meydana gelen sar1 rengin, serum numunelerindeki antikor seviyesine bagli olarak

degisik dansiteler meydana getirdigi saptandi.

3.2.1.3. Sonuglarin degerlendirilmesi

Analizi okumak ve antikor seviyelerini saptamak i¢in meydana gelen rengin
spektrofotometrik  dansitesi ELISA cihazinda (Thermo® Multiskan FC Microplate
Photometer) okundu.

Dagitic1 sirketin prosediiriine gore, analizin tutarli olmasi i¢in ortalama negatif kontrol
absorbans degeri 0,30’dan asagi ve ortalama negatif kontrol ile ortalama pozitif kontrol
farkinin 0,15’ten yukar1 olmasi gereklidir. ART pozitif kontrol, tavuklardaki antikor titresini
uygun bir sekilde ortaya ¢ikarabilmesi i¢in optimize edilmis olarak ticari kullanima agilmistir.
Boylelikle tavuklardan toplanmis oOrneklerdeki antikor titreleri hassas bir sekilde

ayarlanabilmektedir. Bu sekildeki orana S/P (6rnek pozitif oran1) denmektedir.
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S/P oram su sekilde saptanmaktadir;

S: (Orneklerin spektrofotometrik dansite ortalamasi-Negatif kontroliin
spektrofotometrik dansite ortalamasi)

P: (Pozitif kontroliin spektrofotometrik dansite ortalamasi-Negatif kontroliin

spektrofotometrik dansite ortalamasi)
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4. BULGULAR

4. 1. Ornekler

Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki Boriler yetistiriciligi yapan kiimeslerden toplam
552 adet alinan kan &rnekleri steril ependorflara konuldu. Ornekleme de Aydin’dan 178,
[zmir’den 215, Manisa’dan 159 adet o6rnek toplanmistir. izmir’den 11, Manisa’dan 8,

Aydin’dan 9 farkli ¢iftlik olmak {izere toplam 28 farkli ¢iftlikten numuneler toplanmustir.

4.2. Serolojik Bulgular

Serum Orneklerinde Avian Rhinotracheitis antikor tespiti icin (Rel Assay
Diagnostics®, Sehitkamil, Gaziantep, Tiirkiye) ticari olarak hazirlanmis ELISA kiti
kullanilmistir. Test sonuglari iller bazinda farkli gruplarda analiz edildiginde;

Aydn ilindeki toplam 178 ornekte seropozitiflik orant %69,66 (124 seropozitif — 54

seronegatif) olarak belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Aydin ili Broyler ¢iftlikleri ART ELISA test sonuglart

Aydn ili Numune Seronegatif  Seropozitif Seronegatif % Seropozitif %
Kiimes A 18 4 14 22,23 77,77
Kiimes B 20 5 15 25 75
Kiimes C 20 10 10 50 50
Kiimes D 20 0 20 0 100
Kiimes E 20 20 0 100 0
Kiimes F 20 0 20 0 100
Kiimes G 20 0 20 0 100
Kiimes H 20 8 12 40 60
Kiimes I 20 7 13 35 65
Toplam 178 54 124 30,34 69,66

[zmir ilindeki toplam 215 rnekte seropozitiflik oran1 % 80,93 (174 seropozitif —41

seronegatif) olarak belirlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. izmir ili Broyler ciftlikleri ART ELISA test sonuglari

Izmir 1li Numune Seronegatif  Seropozitif Seronegatif % Seropozitif %
Kiimes A 20 0 20 0 100
Kiimes B 17 0 17 0 100
Kiimes C 20 7 13 35 65
Kiimes D 20 0 20 0 100
Kiimes E 19 0 19 0 100
Kiimes F 18 0 18 0 100
Kiimes G 21 0 21 0 100
Kiimes H 21 0 21 0 100
Kiimes I 21 14 7 66,67 33,33
Kiimes J 20 6 14 30 70
Kiimes K 18 12 6 66,67 33,33
Toplam 215 41 174 19,07 80,93

Manisa ilindeki toplam 159 6rnekte seropozitiflik oran1 %69,18 (110 seropozitif — 49

seronegatif) olarak belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Manisa ili Broyler ciftlikleri ART ELISA test sonuglar

Manisa ili Numune Seronegatif Seropozitif Seronegatif % Seropozitif %
Kiimes A 20 5 15 25 75
Kiimes B 21 6 15 28,58 71,42
Kiimes C 17 13 4 76,47 23,53
Kiimes D 20 0 20 0 100
Kiimes E 20 5 15 25 75
Kiimes F 23 11 12 47,83 52,17
Kiimes G 19 9 10 47,37 52,63
Kiimes H 19 0 19 0 100

Toplam 159 49 110 30,82 69,18

Her ii¢ vilayetin toplaminda biitiin 6rneklere gore bir analiz yapildiginda ise ¢aligmada
degerlendirilen toplam 552 tane kan serumunun ELISA testi ile ART ac¢isindan
degerlendirmesinde seropozitiflik oran1 % 73,91 (408 seropozitif — 144 seronegatif) olarak

saptanmuistir (Tablo 5).

Tablo 5. Illere gore ve toplam ART ELISA test sonuglar

iller Numune Seronegatif  Seropozitif Seronegatif % Seropozitif %
Aydin 178 54 124 30,34 69,66
Izmir 215 41 174 19,07 80,93
Manisa 159 49 110 30,82 69,18
Toplam 552 144 408 80,23 237,59
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5.TARTISMA

Tavuk infeksiyonlar1 irdelendiginde, respiratorik yol hastaliklari, viral infeksiyonlar
arasinda onemli bir pozisyonda bulunmaktadir. Olusturdugu katastrofik kayiplar nedeniyle
kanatli isletmelerinde devasa problemlerin ilk sirasinda yer almaktadir.

Arastirmamizda sero-prevalansini inceledigimiz Avian Rhinotracheitis viriis solunum
yollarinda hastaliga neden olan 6nemli viral etkenler arasindadir.

Her yastaki tavuklar viriis tarafindan infekte olabilirler. Genel olarak broylerlerde 4-6
haftalik, damizlik broylerlerde 24-52 haftalik donemlerde daha ¢okta yumurta veriminin pik
yaptig1 30. haftada goriilmektedir (Pattison ve ark, 1989).

Avian Rhinotracheitis serolojik tanisinda ELISA yaygin olarak kullaniimaktadir
(Grant ve ark, 1987). Aragtirmamizda ise Rel Assay Diagnostics firmasi tarafindan iiretilen
ELISA kiti kullanilmistir.

Ulkemizde, tavuklarda Swollen Head Syndrome ilk kez Aydin ve arkadaslart
tarafindan bildirilmistir (Aydin ve ark, 1993). Ankara ve ¢evresindeki illerden elde edilen 3-
36 haftalik broyler, broyler damizlik ve yumurtaci 43 tavuktan SHS klinik bulgularim
saptamiglar ve 2 kiimese ait 15 adet tavuk kanindan elde edilen serum anti-TRTV yo6niinden
ELISA ile incelendiginde ise 2 adet serumun pozitif oldugu tespit edilmistir (Aydin ve ark,
1993).

Broyler kiimeslerinden 8 adetinde ve broyler damizlik kiimeslerinin tamaminda,
sirastyla %31,8-75,9 ve %5,4-48,6 oranlarinda anti-TRTV antikorlar1 saptanmistir (Goyal ve
ark, 2000 ).

Cook ve arkadaslari, SHS gozlenen 6 adet broyler damizlik siiriisiiniin 5’inde bu
antikorlarin varligini saptamiglardir (Cook ve ark,1988).

Tanaka ve arkadaglari, ELISA ile yaptiklar bir serosurveyde, Japonya’da 1985-1995
yillar1 arasinda 36 farkli bolgeden klinik olarak saglikli broyler ve ticari yumurtaci tavuk
serumlarinda, anti-TRTV antikorlar1 yoniinden 1988 yilinda %2,2, yildan yila artarak, 1995
yilinda %54,2 oraninda pozitiflik tespit etmisler ve 1988 yilindan Once pozitif serumun
saptanmadigini bildirmislerdir. Pozitif kiimes oranin1 1988 yilinda %6,3, 1995 yilinda %50
olarak tespit etmislerdir (Tanaka ve ark, 1996).

Toro ve arkadaglar1 Sili’de, 9 adet broyler siiriisiiniin 2 adedini anti-TRTV antikorlar
yoniinden siipheli, 7 adedini negatif olarak bulmuslardir. Ayni1 ¢alismada 10 adet besi hindi

stirisiniin 3 adedinde %28 oraninda TRTV’a kars1 antikorlar1 varlig1 tespit edilmis, 10 adet
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hindi siiriisiinde ise antikor yanit1 saptanmamis ancak 2 adet siipheli tespit edilmistir (Toro ve
ark, 1998).

Tavuklarin Swollen Head Syndrome infeksiyonunda, IBV ve NDV’nun varliginda
hastalik siddetinin arttig1 bildirilmistir (Jones, 1996). Jones broylerlerin solunum yolu
hastaliklarinda TRTV, IBV Massachusetts ve varyant suslar ile daha az oranda NDV’nun
birlikte bulunabilecegini rapor etmistir (Jones, 1996). Nakamura ve arkadaslari, SHS gbzlenen
ve daha dnce IB ve ND’ye karsi agilanmis 4 adet siiriiniin birinde RT-PCR ile TRTV ve NDV
antijenlerini,diger bir siirlide sadece IBV antijenini tespit etmislerdir. Ancak antijenlerinin,
saha virusuna mi yoksa agit virusuna mi ait oldugunun bilinmedigini bildirmiglerdir
(Nakamura ve ark, 1997).

Lu ve arkadagslari, TRTV izole edilen, Swollen Head Syndrome goézlenen broyler
siiriisiinde ELISA kiti ile hastalik 6ncesi toplanan serumlara gére hastaliktan 4-5 hafta sonra
alman serumlarda daha yiiksek titrede anti-TRTV antikorlarini tespit etmistir. Bu titre
farkliliginin ise TRTV infeksiyonunu gosterdigini bildirmistir (Lu ve ark, 1994).

Maharaj ve arkadaslari, SHS goriilen broyler damizlik siiriilerde klinik belirtilen
baslamadan 6nce Anti-TRTV yoniinden negatif oldugu tespit edilmis, ancak klinik belirtilerin
baslamasindan 2-3 hafta sonra antikorlarin varligini tespit etmislerdir (Maharaj ve ark,1994).

Chiang ve arkadaglari, Minnesota’da hindilerdeki serosurvey calismasinda %48,7
oraninda TRTV antikorlarinin varligini tespit etmislerdir (Chiang ve ark, 2000).

Yapilan calisma sonuglarimiz; pozitiflik oranlar her ii¢ vilayetin toplaminda biitiin
orneklere gore bir analiz yapildiginda ise caligmada degerlendirilen toplam 552 tane kan
serumunun ELISA testi ile ART acisindan degerlendirmesinde pozitivite orant % 73,91 (408
pozitif — 144 negatif) olarak saptanmustir. Aydin ilindeki pozitiflik oran1 %69,66 , Izmir
ilindeki pozitiflik orant % 80,93, Manisa ilindeki pozitiflik orani ise %69,18 olarak tespit
edilmis ve oldukea yiiksek bulunmustur. Ulkemizde oldugu gibi baska iilkelerde de hastalik
goriilmekte ancak gerekli hassasiyet gosterilmemektedir. Bu sebeple calismalar yapilarak

hastalikla ilgili daha ayrintil1 bilgilerin elde edinilmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, Aydin, Izmir ve Manisa illerindeki ticari broyler yetistirilen
kiimeslerde, solunum yollarinda hastaliga ve yiiksek verim kayiplarina neden olabilen Avian
Rhinotracheitis virusunun neden oldugu hastaligin serolojik prevalansina bakilmistir.
Aydin’da 9 farkli kiimesten 178, Izmir’de 11 farkli kiimesten 215, Manisa’da 8 farkli
kiimesten 159 adet olmak iizere toplam 28 farkli kiimesten 552 adet kan 6rnegi kullanilmistir.
Her ii¢ ilin toplaminda tiim numunelere gore bir degerlendirme yapildiginda ise arastirmada
islenen toplam 552 adet kan serumunun ELISA testi ile ART yoniinden degerlendirmesinde
seropozitiflik oran1 % 73,91 (408 seropozitif — 144 seronegatif) olarak tespit edilmistir. Aydin
ilindeki seropozitiflik oran1 %69,66 , izmir ilindeki seropozitiflik oran1 % 80,93, Manisa
ilindeki seropozitiflik orani ise %69,18 olarak tespit edilmistir. Izmir ilindeki seropozitiflik
oraninin yiiksek olmasini; bu bolgedeki kiimes sayisinin fazla olmasi, ticari firmalarin
fazlalig1 ve bunlara ait yem-kesim nakliye araclarmin hastalig1 yayma risklerinin bulunmasi,
diizenli ve yeterli dezenfeksiyon ¢aligmalarinin yapilmamasina bagli oldugu 6n
goriilmektedir. Aydin ve Manisa illerinde ise tiim bu risklerin daha az olmasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir.

ART hastaligi sekonder patojen bakterilerle birlikte seyrettiginde 6nemli bir risk
faktorii olarak degerlendirilmektedir. Virusun yayilma seklinin tam aydinlatilamamasi, her
yastaki tavuklarda goriilmesi ve ciddi kayiplara yol agmasi nedeniyle, ayrintili ¢aligmalar
yapilarak iistiinde daha fazla durulmasi gereken bir konudur.

ART her zaman dikkate alinmas1 ve gerekirse asilama yapilmasi dahil tiim koruyucu

onlemlerin alinmasi gerekmektedir.
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