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ONSOZ

Tavuk infeksiydoz anemi (chicken infectious anemia-CIA) hastaligi
immunsupresif olmasi, subklinik seyretmesi, as1 bagisikligini olumsuz etkilemesi,
ekonomik kayiplara neden olmasi, viriisiin vertikal ve horizontal yolla bulagmasi,
dezenfeksiyona direngli olmasi ve ticari broyler stiriilerinde CIA hastaligina karsi
koruyucu bir asilamanin olmamasi nedeniyle onemlidir. Diinyada tavuk {iretimi
yapan bir¢ok iilkede hastalifin prevalansinin yiliksek oldugu bildirmistir. Caligmada
CIA hastaligina kars1 asili ve asisiz broyler damizlik siiriilerinde antikor varligi, bu
damizliklardan elde edilen ticari broyler siiriilerinde maternal antikor ve antikor
varligi ELISA ile arastirilirken, ticari broyler siiriilerinde viriis varligit PCR ile
arastirilmistir. Bu tezde elde edilen bilgiler hastaliktan koruma ve kontrol

stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.
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OZET

Broyler Damizlik ve Ticari Broyler Siiriilerinde Tavuk Anemi Viriisiiniin ve
Antikor Varh@inin Arastirilmasi
Tavuk infeksiydoz anemi (chicken infectious anemia-CIA), tavuk anemi
virlisiniin (chicken anemia virus-CAV) neden oldugu immiinosupresif viral bir

hastaliktir.

Bu calismada, CIA hastaligina kars1 asili ve asisiz broyler damizlik siiriilerinde
CAYV antikor varligi ve bu damizliklarin ticari broyler siiriilerinde CAV maternal

antikor seyri, antikor ve viriis varligini arastirmak amacglandi.

Haziran 2008- Subat 2009 tarihleri arasinda CIA hastaligina kars1 6’s1 asili, 6’s1
asisiz broyler damizlik siiriilerinden 218 kan serumu ve bu damizliklardan elde
edilen 32 ticari broyler siiriisiinden (giinliik, 1, 2, 3, 4 ve 5 haftalikken) 2074 kan
serumu ve 1916 doku o6rnegi elde edildi. Elde edilen toplam 2292 serum 6rneginde
CAV antikor varlig1 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ile incelenirken,
her bir siiriiden alinan doku 6rneklerinin homojenizasyonu ile elde edilen 104 doku
homojenatinda CAV VP1 ve O3 gen varli§i polymerase chain reaction (PCR) ile

incelendi.

Asilt ve asisiz damizliklar seropozitif saptanirken, ortalama antikor titreleri

karsilastirildiginda istatistiki olarak 6nemli bir fark olmadigi belirlendi (p>0.05).

Asilt ve asisiz damizliklarin giinlik ve 1 haftalik ticari broyler siiriilerinde
maternal antikor oraninin % 98 - 100 arasinda bulundugu, 2 haftalikken % 5 — 60
arasinda oldugu, 3 haftalikken bu oranimmin % 0 - 15 arasinda oldugu ve maternal
antikor titresinin koruyucu diizeyde olmadigi belirlendi. Asili damizliklarin 4 haftalik
8 ticari broyler siirlisiiniin % 62.5’inde, 5 haftalik 16 ticari broyler siiriisiiniin
% 93.8’inde CAV antikor varlig1 belirlendi. Asili damizliklarin 3 haftalik 8 ticari
broyler siiriisiiniin % 25’inde, 4 haftalik 8 ticari broyler siiriisiiniin % 37.5’inde,

5 haftalik 16 ticari broyler siiriisiiniin % 37.5’inde CAV VP1 ve O3 gen varlig



belirlendi. Asisiz broyler damizliklarin ticari broyler siiriilerinde ise CAV antikor ve

CAV VP1 ile O3 gen varligi tespit edilmedi.

Anahtar Kelimeler: Antikor, Broyler, PCR, Seroprevalans, Tavuk Anemi Viriis



SUMMARY

The Investigation of Chicken Anemia Virus and Its Antibody Existence in

Commercial Broiler and Broiler Breeeder Flocks

Chicken infectious anemia (CIA) is a immunosuppressive viral disease caused

by chicken anemia virus (CAV).

In this study was aimed to investigate the antibody existence against CAV in
broiler breeder flocks with and without vaccination as well as the dynamics of
maternal antibody, existence of antibody and CAV in commercial broiler flocks

which progeny of these breeders.

Between June 2008 and February 2009, 218 of blood sera samples were obtained
from 6 of flocks vaccinated and 6 of flocks non-vaccinated which are different age.
A total of 2074 of sera samples and 1916 of tissues samples were obtained from
32 of commercial broiler flocks (at 1 day, 1, 2, 3, 4 and 5 weeks) which progeny of
vaccinated and non-vaccinated breeders. The existence of CAV antibodies were
detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in all of the 2292 sera
samples and the existence of CAV DNA were detected by polymerase chain reaction

(PCR) in 104 of tissues homogenates.

Vaccinated and non-vaccinated breeder were detected seropositive and
comparation between mean antibody titration was not statistically significant

(p>0.05).

In the commercial broiler flocks which were progeny of vaccination and
nonvaccination breeders, the rates of maternal antibodies were detected between
98 % — 100 % in daily and weekly ages, however, in 2-weeks ages, the rates were
between 5 % - 60 % in flocks and in 3-weeks ages, the rates were between 0 — 15 %
and defined as non-protective titration in many flocks. In the 8 commercial broiler
flocks with 4-weeks ages, progeny of vaccinated-breeders, the antibody existence
were detected at the rate of 62.5 %. On the other hand, in the 16 commercial broiler

flocks with 5-weeks ages, progeny of vaccinated-breeders, the rate was 93.8 %. CAV



VP1 and O3 genes were detected in 25 % of 3-weeks 8 commercial broiler flocks,
37.5 % of 4-weeks 8 commercial broiler flocks and in 37.5 % of 5-weeks
16 commercial breeder flocks which progeny of vaccination breeders. However,
CAV antibody, CAV VP1 and O3 genes were not detected in the 8 commercial

broiler flocks which progeny of without vaccination breeder.

Key Words: Antibody, Broiler, Chicken anemia virus, PCR, Seroprevalence



1. GIRIS

Tirkiye’de tavukguluk sektorii 20. yiizyil ortalarinda gelismeye baslamis ve
giiniimiizde hayvancilik sektorii igerisinde en hizli gelisen ve biiyiiyen sektdr haline
gelmigtir. Bu gelismede 6zellikle insanlarin protein ihtiyaclarini ekonomik olarak

karsilamas1 6nemli bir etken olmustur (Akan 2002).

Hayvan yetistiriciliginde baslica amag, en yliksek verimi en ekonomik sekilde
elde etmektir. Bu amaca ulagmada etkili beslenme, uygun cevre kosullari,
hastaliklardan koruma ve kontrol, karli bir {iretimin geregi ve kag¢inilmaz kosuludur.
Bakim, hijyen, biyogiivenlik ve kontrol stratejilerindeki eksiklikler infeksiydz ve
infeksiy0z olmayan hastaliklarin olugsmasina ve buna bagli olarak ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Biitiin diinyada ekonomik kayiplara neden olan ve
tavukguluk sektoriinii tehdit eden 6nemli viral hastaliklardan biri de Tavuk anemi
viriis (chicken anemia virus- CAV)’iiniin neden oldugu, Tavuk infeksiydz anemi

(chicken infectious anemia-CIA) hastaligidir (Akan 2002, Akay 2002).

Tavuk infeksiydz anemi hastaligi 6zellikle gen¢ hayvanlarda (civeiv) siddetli
anemi, kemik iligi aplazisi, lenfoid atrofi ile seyreden, ekonomik kayiplar ve dnemli
saglik problemlerinden sorumlu viral bir hastaliktir (Yuasa ve ark. 1979). Hastalik,
immiinosupresif etkisinin olmasi, as1 bagisikligini olumsuz etkilemesi, sekonder
enfeksiyonlara neden olmasi, subklinik seyretmesi, teshisinin zor olmasi, tedavi
edilememesi, viriislin vertikal ve horizontal yolla bulagsmasi, dezenfeksiyona direncli
olmasi ve ticari broyler siiriilerinde koruyucu bir asilamanin olmamasi nedeniyle

onemlidir (Schat 2003).

Tavuk infeksiydz anemi hastaligi ile ilgili Tiirkiye ve diger iilkelerde yapilan
arastirmalar, yumurtaci tavuklarda, damizliklarda ve ticari broyler stiriilerinde CAV
varhigin1 serolojik ve molekiiler yontemlerle belirleyerek, hastaligin prevalansinin

yiiksek oldugunu gostermistir (Schat 2003, Hadimli ve ark. 2008)



Hastaliktan korunmada mevcut en onemli strateji damizliklarin yumurtlama
periyodu oncesi yeterli koruyucu antikor titresine sahip olmasi, buna bagli olarak
viriisiin vertikal yolla bulagmasinin dnlenmesi ve civcivlere yeterli maternal antikor

gecisinin saglanmasi esasina dayanir (Schat 2003, Voss 2000).

Bu tezde; CIA hastaligina kars1 asili ve asisiz farkli yaslardaki broyler damizlik
striilerinde CAV antikor varligini, damizlik yasinin damizlik antikor titresi ve
civcivlere gegen maternal antikor diizeyi lizerine etkisini, ticari broyler siiriilerinde

maternal antikor seyrini, antikor ve CAV DNA varligini arastirmak amaglandi.



1.1. Genel Bilgiler

Tavuk infeksiydz anemi (Chicken infectious anemia-CIA) hastaligi, tavuk
anemi viriis (Chicken anemia virus- CAV)’linlin neden oldugu generalize lenfoid
atrofi ve aplastik anemi ile karakterize, immiinosupresyon ile seyreden viral bir
hastaliktir. Hastalik immiinosupresyona neden oldugu i¢in aplastik anemi, mavikanat
hastaligt ve hemorajik sendrom ile iligkili multifaktorlii hastaliklarin birgogunun

etiyolojisinde yer aldig1 bildirilmistir (Schat 2003, Yuasa 1987, Pope 1991).
1.1.1. Tavuk Infeksiy6z Anemi (CIA) Hastaligimin Tarihcesi

Tavuk anemi virlis (Gifu-1 susu) ilk olarak Yuasa ve ark. (1979) tarafindan
reoviriis ile kontamine Marek agis1 {lizerine ¢alismalari sirasinda Japonya’da izole
edilmistir. CIA hastaliginin tanimlanmasindan sonra, Jakowski ve ark. 1970 yilinda
yaptiklar1 caligmalarinda Marek hastalik viriisii ile enfekte tavuklarda belirledikleri
hematopoetik yikimin CIA hastali1 ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Viriisiin
izolasyonunun ardindan CAYV ile ilgili calismalar baslamis, hastaligin patogenezi ve
epizootiyolojisi hakkinda bilgiler artmistir. Bu arastirmalarda elde edilen bilgiler
hizli, kolay teshis metotlari ile asilarin gelismesine ve DNA sekansinda farkliliklarin
belirlendigi cesitli suslarin identifikasyonuna imkan saglamistir (Vielitz ve Landgraf

1988, Chandratilleke 1991, Iwata ve ark. 1998, Noteborn ve ark. 1998).

Tavuk infeksiy6z anemi hastalik etkeni uzun yillar chicken anemia agent
(CAA) olarak isimlendirilmistir (Yuasa ve ark. 1979). Viriisiin morfolojik ve
biyokimyasal ozellikleri hakkinda bilgiler elde edildikten sonra, chicken anemia
virus olarak, bazi yayinlarda ise chicken infectious anemia virus olarak
isimlendirilmektedir. Uluslararas1 viriis taksonomi komitesi tarafindan chicken
anemia virus olarak kabul edilmistir (international committee on taxonomy of

viruses-ICTV 2009).



1.1.2. Tavuk Anemi Viriis (CAV)’iiniin Smiflandirilmas1 ve Yapisal

Ozellikleri

Tavuk anemi viriis Circoviridae familyasinin Gyrovirus genusunda yer alan tek
virlistiir. Goose circovirus, canary circovirus, porcine circovirus (PCV), psittacine
beak and feather disease virus (PBFDV), pigeon circovirus ve insanlarda hastalik
olusturan torgue teno virus (TTV) aym ailede yer alan viriislerdir. CAV negatif
sense, sirkiiler, tek iplikli (single strand-ss) DNA’ya sahip, ikosahedral simetrili,
32 kapsomerli, zarfsiz ve 23.5 nm ¢apa sahip en kiigiik hayvan viriislerinden biridir
(ICTV 2009). Cesitli arastirmacilar virlisiin ¢apint 19.1 ile 26.5 nm araliginda
oldugunu saptamislardir (Gelderblom ve ark. 1989, Todd ve ark. 1990a, McNulty
1990b, McNulty ve ark. 1991). Promoter- Enhancer (destekleyici-giiclendirici)
bolgede yer alan 21 bazlik direkt tekrarin (Direct repeat-DR) sirasiyla 4 veya 5 kere
olmasina bagl olarak replikatif formdaki viral genomun 2298 (CuxN, Cux10, CAA
82-2) veya 2319 (CuxM, 26P4, CIA-1,TK-5803) baz icerdigi bildirilmistir (Sekil
1.1.) (Classens ve ark. 1991, Noteborn ve ark. 1991, Meehan ve ark. 1992, Kato ve
ark. 1995).

Tavuk anemi viriis izolatlarinin birgogunda genom 4 direkt tekrara sahiptir. Bu
direkt tekrarlarin ortasina 12 baz yerlesmistir. Fakat Marek's disease (MD)
lymphoblastoid cell line (MDCC)-MSBI1 hiicrelerinde Cux-1 izolatinin yaklasik
30 pasaj sonrasinda 5 direkt tekrari oldugu gozlemlenmistir. DR’ler ve ortaya
yerlesmis 12 bazlik bolgeye, farkli transkripsiyonel faktorler baglanir (Sekil 1.1.)
(Noteborn ve ark. 1991, Meehan ve ark. 1992, Todd ve ark. 1995). Optimal
transkripsiyon i¢in DR ve 12 bazlik bolgelere transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
gerektigi ve eger ilk iki DR delasyona ugrarsa transkripsiyonal aktivitenin % 40-50
azalacagi bildirilmistir (Phenix ve ark. 1994).
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Sekil 1.1. CAV DNA’simin pozitif iplik niikleotit dizilimi (2319bp). 144 ve 260. baz arasina
yerlesmis 5 direkt tekrar, a:ATF-baglayici element, b:CCAAT-F- baglayici element, c:SPI- baglayict
element, d: TFIID- baglayici element, e:poly(A) sinyal, (Noteborn ve ark. 1991).




Viral kapsidlerin rotasyonal simetrisinin 3 veya 5 kere katlanmasina bagl
olarak 2 tip viriis partikiilii belirlenir. Tip I partikiilleri merkez bir boslugun
etrafinda, her birinin digerine uzakligi 7.5 nm olan 6 boslugun bulundugu diizenli bir
ylizey ag1 seklinde goriiliir (Sekil 1.2.A). Tip II partikiilleri 10 ayr yiizey cikintisi
olan ve disli tekerlek yapisina benzeyen sekilde goriiliir (Sekil 1.2.B) (Gelderblom ve
ark.1989, McNulty ve ark. 1990b, Schat 2003).

Sekil 1.2. CAV’1n elektron mikroskop goriintiisii (Schat 2003)

Tavuk anemi virlis ile enfekte bir hiicrede tek iplik¢ikli ve ¢ift iplikgikli
DNA’nin her ikisi de mevcuttur, fakat virionlar yalnizca sirkiiler negatif DNA igerir.
Genelde bircok susun sekans analizinde ¢ok benzerlik olmasina karsin ilerleyen
zamanlarda suslar arasinda sekans farkliliklart belirlenmistir (Noteborn ve ark.
1991). Meehan ve ark. (1992) Cux-1 izolat1 iizerine yaptigi sekans calisma
sonuglarini, Noteborn ve ark. (1991) belirledigi Cux-1 izolatinin sekans sonuglariyla
karsilastirdiklarinda farkliliklar belirlemislerdir. Yine Classens ve ark. (1991)
Amerika’da izole ettikleri 26P4 CAV susunu Cux-1 susu ile karsilastirdiklarinda
niikleotit diziliminde farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. Buna bagl olarak viriisiin

tek serotipi olmasina karsin DNA nukleotid dizilimi farkli suslar1 bulunmaktadir

(Cizelge 1.1.)
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Cizelge 1.1. Cografik orijinlerine gore baz1 CAV suslar1 (Vinodbhai 2005)

izolat Cografik Orijini Gen Bank Erisim No
Isolate 704 Australia U65414

CIA-1 USA L14767

82-2 Japan D31965
TR-20 Japan AB027470
Cux-1 (M) Germany MS81223

26P4 USA D10068
Cux-1(N) Germany M55918

A2 Japan AB031296
BD-3 CAV Bangladesh AF395114

Chandratilleke ve ark. (1991) CAV ile enfekte hiicrelerde yaptiklar
poliakrilamid-SDS jel elektroforez ¢alismasi sonucunda {i¢ 6nemli viral proteini (VP)
VP1, VP2 ve VP3’ii tanimlamislardir. Gen sekansi belirlenen izolatlardan CAA 82-2
hari¢ hepsi VP1, VP2 ve VP3 proteinleri i¢in 3 pargali {ist iiste binmis a¢ik okuma
penceresi (Open Reading Frame-ORF) kod pargalarina, bir promotor bolgeye ve bir
polyadenilasyon sinyaline sahiptir. ORF3, ORF2’nin i¢ine yerlesmistir, ORF2 ise
kismen ORF1 iizerine katlanir. ORF’ler tamamlayici iplik¢ik {izerinde bulundugunda
sirasiyla C1, C2, C3 olarak isimlendirilir (Sekil 1.3.). U¢ ORF bolgesinin
transkripsiyonu sonucunda ug¢ uca eklenmis polisistronik 2100 bazlik bir mRNA
iiretilir (Noteborn ve ark. 1992, Phenix ve ark. 1994, Todd 2000). Kato ve ark.
(1995) Japonya’da izole edilen CAAS82-2 izolat1 pozitif DNA iplik¢iginde ORF1’in
downstreaminde 1941-2289 niikleotitler arasina yerlesmis 4. ORF (ORF4)’yi
icerdigini bildirmislerdir. ORF 1 (pozisyon 853-2200 nt, 1347nt) VP1 (51.6kDa,
499AA) yapisal kapsid proteinini kodlar, ORF2 (pozisyon 380-1028, 648nt) kapsid
olusumu ile iligkili olan VP2 (24kDa, 216AA) proteinini kodlar, ORF3 (pozisyon
486-849, 363nt) yapisal olmayan VP3 (13.6kDa, 121 AA) (apoptin) proteinini
kodlar (Noteborn ve ark. 1991, Phenix ve ark. 1994, Miller ve ark. 2005). Noteborn
ve ark. (1994) apoptin olarak da isimlendirilen VP3 proteinin tavuk timositlerinde ve
lenfoblastoid hiicre hatlarinda giiclii bir apoptosis uyaricist oldugunu saptamislardir.
VP1 ve VP2 proteinleri birlikte antikor {iretimi i¢in esas epitoplardir. Yamaguchi ve

ark. (2001) VPI1 kapsid proteinin 394. aminoasidindeki glutaminin yerine histidin
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bulundugunda virlisiin patojenitesinin azaldigin1 ve bu viriislerin canli viriis asis1
olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir. CIA hastaligimin molekiiler teshisinde bu

li¢ protein ve genleri kullanilir (Schat 2003).

Promoter /Enhancer

2298 niikleotit

Sekil 1.3. CAV genom organizasyonu (Todd 2000)

Piirifiye edilmis virlis partikiiliinde sadece 50 kDA molekiiler agirliginda VP1
belirlenmistir (Todd ve ark. 1990a). VP2 ve VP3 proteinlerinin piirifiye edilen viriis
partikiiliinde belirlenemedigi bildirilmistir (Noteborn ve ark. 1994, Douglas ve ark.
1995). Douglas ve ark. (1995) CAV ile enfekte MSBI1 hiicrelerinde VP1,VP2 ve VP3
proteinlerinin kinetigini arastirmiglar ve VP2 ile VP3 proteinlerini enfeksiyondan
sonra yaklasik 12 saat i¢inde belirlediklerini fakat VP1 proteinini enfeksiyondan

sonraki 30 saate kadar belirlenemedigini rapor etmislerdir.
1.1.3. CAV Replikasyonu

Horizontal veya vertikal yolla alinan CAV’lar adsorpsiyon ve penetrasyon ile
hiicreye girerler. Replikasyonun primer olarak kemik iligindeki S fazinda bulunan

hematoblast hiicrelerinde ve timusun korteksindeki S fazinda bulunan Oncii
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T hiicrelerinde meydana geldigi bildirilmistir (Smyth ve ark. 1993, Adair 2000).
Meehan ve ark. (1992) DNA replikasyonunun “Rolling-circle” modeliyle meydana
gelebilecegini bildirmislerdir. Enfekte hiicrenin ¢ekirdeginde tek iplikli viral genom
hiicresel DNA polimeraz enzimi vasitasiyla ¢ift iplikli hale getirilir. Bazi1 arastiricilar
bu c¢ift iplikli (double strand-ds) iireme formunun (replicative form-RF) latent
episomal DNA’nin olugsmasinda rol alabilecegini bildirmistir (Cardona ve ark.
2000a,b, Brentano ve ark. 2004). DNA’ya bagimli RNA polimeraz II ile ds
DNA’dan ¢ekirdekte 2.0-kb polisistronik mRNA olusur. Enfeksiyondan 8 saat sonra
mRNA hiicrelerde belirlenmis, 32 saat sonra miktarinda 6nemli bir artis oldugu
saptanmistir (Noteborn ve Koch 1995). Polisistronik mRNA monosistronik
mRNA’ya donistiiriilmeksizin ribozomlarda, viriis montaji i¢in gerekli viral
proteinler sentezlenir. Viriisiin replikasyonu ve protein sentezi, VP3 proteininin

hiicre apoptosizine neden olmasiyla sonlanir (Phenix ve ark. 1994).
1.1.4. CAV’m Cogaltilmasi

Tavuk anemi viriis, hiicre kiiltiirlerinde, giinliik civcivlerde veya embriyolu
tavuk yumurtalarinda g¢ogaltilabilir. Hiicre kiiltlirii lizerine yapilan arastirmalarda
CAYV diretimi i¢in Marek's disease lymphoblastoid cell line (MDCC)-MSB1, MDCC-
JP2 T hiicre hatlar1 ile lenfoid sarcoma chicken cell (LSCC)-1104B1 B hiicre
hatlarinin uygun oldugu, tavuk ve tavuk embriyo dokularindan hazirlanan monolayer
hiicre derivatlarinda ise CAV’1n tiremedigi bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1979, Yuasa
1983). Yuasa (1983) MDCC-MSBI1 hiicre hattinda 19 seri pasaj sonrasinda
patojenitenin azaldigim1 bildirmistir. Calnek ve ark. (2000) CAV izolasyonu ve
tiretimi i¢cin MDCC-CU147 veya MSB1 hiicre kiiltiirlerinin kullanilabilecegini fakat
CU147 hiicre hattinin MSB1 hiicre hattina gore enfekte olan hiicre sayisinin daha
fazla ve enfeksiyonun baslama siiresinin kisa olmasi bakimindan daha iyi oldugunu
bildirmislerdir. Klinik bulgularin gézlenmesi, viriis izolasyonu veya iiretimi ig¢in
maternal antikorsuz giinliik civcivler de deney hayvani olarak kullanilabilmektedir.
Neonatal bursektomi yapilan civcivlerin ise CAV’a karst daha duyarli oldugu

saptanmistir (Yuasa ve ark. 1988).
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Viriis tiretimi i¢in 5-6 giinliikk embriyolu tavuk yumurtalar1 kullanilabilir. Viriis
yumurta sarisina inokule edildikten sonra yumurtadan c¢ikan civcivlerin normal
oldugu fakat 7 giin sonra aneminin gdzlendigi belirlenmistir. Inokulasyonu takip
eden 10-15. giinlerde dliimlerin bagladig1 ve viriisiin embriyonun tiim organlarindan
izole edilebilecegi bildirilmistir (McNulty 1991). Bazi suslarin 16-20. giinlerde
onemli derecede embriyo Oliimlerine neden olabilecegi, 6zellikle CL-1 susunun
embriyonun kiiclik kalmasina, hemorajilere ve ddemlere neden olabildigi bunlara
bagli olarak da mortalite oraninin % 49’a ulagabilecegi bildirilmistir (Lamichhane ve

ark. 1991).
1.1.5. CAV’1n Kimyasal ve Fiziksel Inaktivasyonu

Tavuk anemi viriis 56 °C veya 70 °C’lik sicakliga 1 saat, 80 °C’lik sicakliga
ise 15 dk. silireyle dayanabilmektedir. Fakat CAV 100 °C sicaklikta 15 dk.’da
tamamen inaktive olur (Yuasa ve ark. 1979, Goryo ve ark. 1985). CAV ile enfekte
karaciger ve hiicre kiiltlirlerine ¢esitli kimyasal islemlerin uygulanmasi sonucunda,
ozellikle ticari dezenfektanlarin (sabun, amfoterik sabun veya orthodichlorobenzene),
formaldehid-potasyum permanganat fumigasyonu, fenol, hidroklorik asit (HCI),
sodyum hidroksit (NaOH), iire ve sodyum azid’in CAV’a karst etkili olmadigi
belirlenmistir. Enfekte karaciger ve hiicre kiiltiirinde CAV’in oda sicakliginda
% 5 formaldehid ile 24 saatte, % 1 glutaraldehit ile 10 dk.’da, 4 °C’de % 0.4
B-propiolactone ile 24 saatte, % 10 iyot ve hipoklorit ile 2 saatte,
% 5 sodyumbhipoklorit ile 10 dk.’da, 37 °C’de 0.1 N NaOH ile 2 saatte veya 15 °C’de
24 saatte inaktive oldugu belirlenmistir (Yuasa 1992). CAV ile kontamine et
tirtinlerinin 95 °C’de 30 dk veya 100 °C’de 10 dk tutulmasi gerektigi bildirilmektedir
(Urlings ve ark. 1993). CAV bircok ticari dezenfektana direngli olmasi sebebiyle,
kiimeslerin temizlik ve dezenfeksiyon sonrasinda bile risk tasimasina sebep
olmaktadir. CAV’1 inaktive etmek amaciyla pH’s1 2 olan dezenfektanlar SPF
endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir (Schat 2003).
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1.1.6. CIA Hastahiginin Epidemiyolojisi

Tavuk anemi viris i¢in bilinen tek konakg1 tavuklardir. Japon bildircinlarinda
CAV’a karst antikorlar belirlenirken, hindi, giivercin, karga veya ordeklerde
belirlenememistir. Giinliik hindi palazlarinin CAV ile deneysel enfeksiyonu
sonrasinda anemi ve antikor olusumunun goézlenmedigi belirlenmistir (Farkas ve
ark.1998). Tavuklar biitiin yaslarda enfeksiyona duyarlidir, fakat ilk 3 hafta
civcivlerin duyarliliginin en fazla oldugu ve hastaligin klinik formda go6zlendigi
donemdir. Ilerleyen yaslarda bagisiklik sisteminin gelismesiyle civcivlerde hastaliga

duyarlhiligin azaldig: bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1979, Goryo ve ark. 1985).

Tavuk anemi virlis hastaliginin ¢ikisinda gevresel faktorler, konak, virlis susu
ve dozu Onemli etkenlerdir. CAV’m, vertikal veya horizontal yolla yumurta
¢ikimindan sonra 1-2 hafta i¢inde maternal antikor tagimayan civcivlere bulasarak
3-4 haftalik pili¢lerde klinik seyirli ve daha ileri yaslarda subklinik seyirli hastaliga
neden olabilecegi bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1979, Yuasa ve ark. 1983, Hoop
1992). Hastaligin klinik formunun damizliklarda goériilmeyecegi buna bagh olarak da
yumurta liretimi ve fertilitenin etkilenmeyecegi bildirilmistir (Pages ve ark. 1997,
Hoop 1992). Fakat Toro ve ark. (1997) 10343 CAV izolatinin 10 haftalik
damizliklarda deneysel enfeksiyon sonrasinda klinik seyirli hastaliga neden oldugunu

bildirmislerdir.

Asili  ve asisiz farkli yaglardaki damizliklarda yapilan aragtirmalar
damizliklarda seropozitiflik oranmin yiiksek oldugunu gostermistir. Yuasa ve ark.
(1985) Japonya’da 40 damizlik siiriiden elde ettikleri 381 serum o6rneginin indirekt
immiinofliioresans antikor (FA) testiyle, % 93.7’sinin CAV antikor pozitif, 40
damizlik siiriiniin ise % 97.5’inin seropozitif oldugunu saptamislardir. McNulty ve
ark. (1988) 8 ile 60 haftalik yas araligindaki asisiz 89 broyler damizlik siirliniin IFA
testi sonucunda, bu siiriilerin % 96.6’smin seropozitif oldugunu bildirmislerdir.
Lucio ve ark. (1990) Amerika’da bulunan 6 ile 78 haftalik yas araligindaki 29
damizlik siiriiniin % 79.3’tiniin CAV seropozitif oldugunu saptamislardir. Goodwin

ve ark. (1990) giinliik ve 55 haftalik yas araligindaki 52 damizlik siiriiden elde ettigi
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861 serumda yaptiklar1 IFA testi sonucunda, serum orneklerinin % 62’sinin CAV
antikor pozitif, damizlik siiriilerin ise % 98’inin seropozitif oldugunu ve bu
seropozitiflik oraniin % 0 ile 100 arasinda degistigini bildirmislerdir. Dren ve ark.
(1996) Macaristan’da bulunan 10 ile 62 haftalik yas aralifindaki asisiz 13 broyler
damizlik siiriiden elde ettikleri 846 serum Orneginde CAV antikor varligimi
arastirmak icin yaptiklar1 IFA c¢alismalar1 sonucunda, serum Orneklerinin
% 73.3’tntin CAV antikor pozitif, damizlik siiriilerin tamaminin seropozitif
oldugunu ve bu seropozitiflik oraninin % 40 ile 93 arasinda degistigini
saptamiglardir. Zhou ve ark. (1996) Cin’de bulunan asisiz 3 broyler damizlik siirtiden
elde ettikleri 39 serum Orneginin % 6.5’inin antikor pozitif, broyler damizlik
stiriilerinin tamaminin  seropozitif ve bu seropozitifligin % 40-77.7 arasinda
degistigini tespit etmislerdir. Brentano ve ark. (2000) Brezilya’da bulunan 6-70
haftalik yas araligindaki 127 broyler damizlik siiriisiinden elde ettikleri 2335 serum
orneginde ELISA ile yaptiklari ¢alisma sonucunda, serum o6rneklerinin % 92’sini
CAYV antikor pozitif oldugunu bildirmislerdir. Canal ve ark. (2004) 12 asili ve 64
asi1s1z broyler damizlik siiriisiinden 6 ve 55 haftalik yas araliginda elde ettikleri 1710
serum Orneginde (sirastyla 270, 1440) CAV antikor varligimi ELISA ile
arastirmiglardir. Calisma sonucunda asisiz damizlik siirlilerin tamami seropozitif
belirlenirken, bu seropozitifligin % 39-100 arasinda degistigi, alinan serum
orneklerinin % 89’unun CAV antikor pozitif oldugunu saptamiglardir. Asili
stiriilerden elde edilen 270 serum Orneginin tamaminin (% 100) pozitif oldugunu

saptamislardir.

Horizontal enfeksiyon genellikle maternal antikorsuz civcivler arasinda direkt
ve indirekt temasla (kontamine feges, ¢ikim makineleri ve agiz yoluyla ¢evredeki
CAV etkenlerinin alinmasi) olusmaktadir (Vielitz ve Langraf 1988). Hoop (1992)
deneysel olarak enfekte ettigi giinliik, 10 haftalik ve 35 haftalik SPF civciv ve
tavuklarda CAV epidemiyolojisi lizerine c¢alismalar yapmustir. Caligsmalari
sonucunda, enfekte olan hayvanlarin viriisii enfeksiyondan sonraki 3-5 hafta boyunca
diski ile sagtiklarini, 35 haftalik damizliklarin enfeksiyonundan sonraki ilk 5 haftada

elde edilen embriyo ve civcivlerinde viriise rastlanildigini saptamustir. Seropozitif
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hayvanlan tekrar enfekte ettiginde ise viriisiin sadece 4 giin digkiyla sagildigini,
embriyolu yumurtada ve civcivlerde CAV varliginin belirlenmedigini bildirmistir.
Aragstirict enfekte ettigi hayvanlarin serumlarinda yaptigi immiinofliioresans antikor
(FA) ve serum notralizasyon (SN) calismalar1 sonucunda, CAV antikor titresinin
enfeksiyondan 2 hafta sonra gelistigini ve 5. haftaya kadar pik yaptigini sonra antikor
titresinin yavas bir sekilde azalmaya basladigini, ilerleyen yaslarda etkenle tekrar

karsilagilmasi durumunda ise antikor titresinin arttigini belirlemistir.

Viriisiin intratrakeal inokiilasyonundan sonra klinik bulgularin goézlenmesi,
sahada enfeksiyonun respiratorik yol araciligiyla bulasabilecegini gdstermektedir.
Ayrica damizliklarin viriislii spermlerle enfekte olabilecegi de bildirilmistir (Hoop
1993). Bir diger bulasma sekli de as1 iiretiminde kullanilan SPF siiriilerin enfekte
olmastyla, bunlardan elde edilen kontamine asilardir (Cardona ve ark. 2000b). CAV
stril iginde hizli bir sekilde yayilir. Sahada dogal yollarla CAV’a maruz kalan
stiriilerde genel olarak 2-4 hafta icerisinde bir¢ok kanatlinin seropozitif olabilecegi,
bu sebeple damizliklarin agilama yasina kadar seronegatif olmasinin énemli oldugu
ve mutlaka asilama oOncesi CAV antikor varligmin arastirilmasi gerektigi

bildirilmistir (Schat 2003).

Vertikal bulagsma 6zellikle yumurtlama zamaninda seronegatif damizliklarin
enfekte olmasiyla gergeklesir. Yumurtaci tavuklarin deneysel enfeksiyonundan
8-14 giin sonra virlisiin yumurtaya gectigi bildirilmistir (Hoop 1992). Vielitz ve
Landgraf (1988) vertikal bulasmanin CAV enfeksiyonundan sonra 3-9 hafta boyunca
devam ettigini bildirmislerdir. Vertikal bulagsma siiresinin enfeksiyonun yayilim
hizina ve CAV’a karst immiinitenin gelismesine bagli olarak degisebilecegi

arastiricilar tarafindan belirlenmistir.

Cardona ve ark. (2000a) 7 SPF siiriide seropozitifligin seksiiel olgunlugun
gelismesiyle ayni zamana denk geldigini bildirilmislerdir. Arastirmacilar bu durumu
viriisiin cinsel olgunluga kadar lireme organlarinda latent halde bulunmasi ve seksiiel
olgunluk sonucu olusan hormonal degisiklige bagl olarak viriisiin aktif hale gegip

konak antikor iiretimine neden olmasi ile agiklamislardir. Miller ve ark. (2005) CAV
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transkripsiyon regililasyonun, Ostrojen ve baskilayici proteinler gibi aktivatorler arasi
dengeye bagli oldugunu ortaya koymuslardir. Boylece Ozellikle SPF kiimeslerde
latent enfeksiyon ve reaktivasyonun nasil olustugu ile ilgili 6nemli bilgiler

saglanmistir.

Cardona ve ark. (2000b) yapmus oldugu bir baska arasgtirmada ise CAV
varligini ve nested PCR ile CAV DNA’sin1 seropozitif hayvanlarin testis digindaki
iireme organlarinda ve dalaklarinda belirlediklerini bildirmislerdir. Ureme organlari
CAV DNA pozitif damizliklarin, embriyolarindan alinan dokularda, viriisiin
replikasyon belirtisi olmaksizin bulundugu ve boylece vertikal yolla bulasma
siklusunun devam ettigi saptanmistir. Brentano ve ark. (2004) asili ve asisiz broyler
damizliklarda yiiksek antikor titresinde bile ireme organlarinda ve dalaklarinda CAV

genomunun bulundugunu ve embriyolara vertikal yolla gectigini bildirmislerdir.

McNulty ve ark. (1990a) CIA hastalig1 i¢in duyarli giinliik civcivlerde Cux-1
izolatimin 10°7° doku kiiltiirii enfektif dozso (tissue culture infective dose-TCIDs)
dozunda kas i¢i enjeksiyonu sonucunda tiim hayvanlarda aneminin gériildigi, 10°°
TCIDsy dozunda ise ¢ok az hayvanda aneminin goriildiigiinii saptamislardir. Virlisiin
girig yolu deneysel enfeksiyonda 6nemli rol oynar ¢ilinkii immiin sistemi gelismis
tavuklarda, gelismeyenlere gore temas yoluyla anemi ve diger klinik belirtiler
genellikle olusmaz. Rosenberger ve Cloud (1989b) hematokrit degerin diisiikliglinii
g6z Oniine aldiklarinda deneysel olarak hastalik olusturulmasinda en etkili yolun

intraabdominal yol oldugunu bildirmislerdir.

Cesitli arastiricilar hastaligin inkiibasyon periyodunun viriis susuna, bulasma
yoluna ve tavuklarin genetik hattina bagli olarak 6-14 giin arasinda degistigini
bildirmiglerdir. Deneysel enfeksiyondan sonra genellikle klinik belirtilerin
8-14. giinlerde, mortalitenin ise 12-14. gilinlerde goriilmeye basladigi belirlenmistir.
Saha kosullarinda vertikal yolla enfekte olan civcivlerde klinik bulgular ve mortalite
10-12. giinlerde ortaya c¢ikarken, 17-24. gilinlerde pik yapabilecegi rapor edilmistir
(Yuasa ve ark. 1979, Taniguchi ve ark. 1983, Goryo ve ark. 1987, Chettle ve ark.
1989, Goryo ve ark. 1989). Yogun bir sekilde enfekte olan siiriilerde, seronegatif
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civcivlerin enfekte olmasi sebebiyle veya sekonder enfeksiyonlara bagli olarak

30-34. giinlerde tekrar mortalite goriilebilecegi bildirilmistir (Noteborn 1991).

Cardona ve ark. (2000a) CIA hastaligina kars1 genetik direng tlizerine yaptiklari
caligmalarinda S13 genetik hattindaki tavuklarin enfeksiyon ve adjuvanth ticari asi
ile agilamadan sonra serokonversiyon oranlarini diger genetik hattaki tavuklara (N2a
ve P2a) gore zayif bulmuslardir. Genetik hatlar arasinda serokonversiyonda onemli
farkliliklar oldugu bildirilse de ayn1 genetik hattin farkli jenerasyonlar1 arasinda bile

% 4-95 oraninda farklilik olabilecegi bildirilmistir (Schat 2003).

Klinik seyirli CIA hastaligina karsi yas direnci viriisiin viriilensi, dozu,
bulasma yolu, tavugun immiin sisteminin viriise karsi antikor olusturmasiyla
yakindan iliskilidir (Goryo ve ark. 1985, Rosenberger ve Cloud 1989b, Toro ve ark.
1997). Jeurissen ve ark. (1992b) yas direncinin yumurta ¢ikim 6ncesi ve sonrasinda
timus Oncii hiicrelerinin duyarli olup olmamasina bagli oldugunu belirtmiglerdir.
Bununla birlikte embriyonal donemde bursektomi yapilan civcivlerin tamamen
enfeksiyona duyarl kaldigi, timus atrofisi ve aneminin gelistigi saptanmistir (Hu ve

ark. 1993a).

Horizontal bulasmaya bagli olarak sekillenen hafif siddetli bir hastalik
durumunda kiimeslerde ¢ok az artan bir mortalite ve gecici bir performans diistlisii
gozlenir. Boyle bir durumda hastalifin mortalite ve morbidite oraninin % 10-20

arasinda oldugu bildirilmistir (Schat 2003).

Broyler damizlik ve ticari broyler siiriilerinde yapilan aragtirmalarda subklinik
seyirli enfeksiyonun 6nemli bir performans diisiisiine ve mortalite artisina neden
olmadig: bildirilmistir (Mcllroy ve ark. 1992, Goodwin ve ark. 1993, Jorgensen ve
ark. 1995, Hagood ve ark. 2000). Bununla birlikte subklinik seyirli enfeksiyonlar
diger hastaliklarin olusmasma veya hastaligin daha siddetli seyretmesine neden
olabilir. Eger civcivler CAV ile birlikte ikinci bir hastalik virlisii [adenoviriis,
reovirlis, Marek hastalik viriisii (MDV), reticuloendotheliosis viriis (REV) veya

bursal hastalik virlisii (BDV)] ile enfekte edilirse patojenitenin artacagi, mortalite ve
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morbidite oraninin % 60’ lara ¢ikabilecegi bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1980b,

Rosenberger ve Cloud 1989b, Cloud ve ark. 1992, Hagood ve ark. 2000).

Yuasa ve Imai (1986), 11 CAV izolatinin patojenitesini ve antijenitesini
karsilastirdiklarinda giinliik civcivlerin deneysel enfeksiyonu sonrasinda mortalite
oraninin % 20-90 arasinda oldugunu, 7 giinliik civcivlerin enfekte edilmesinden
sonra Oliimlerin olmadigini fakat anemi insidensinin % 0 - 87.5 arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica aragtirmacilar 11 izolatin serolojik olarak antijenitesinde
farklilik belirlemediklerini rapor etmislerdir. McNulty (1991) mortalite ve morbidite
lizerine vertikal bulagmanin etkili oldugunu ve hastaligin klinik formunda bu oranin

% 20 ile % 60 arasinda degisebilecegini bildirmislerdir.

Goryo ve ark. (1987) CAV ile enfekte 12-15 giinliikk civcivlerde mortalite
oraninin disilerde yaklasik % 2.4, erkeklerde ise % 20.9 oldugunu bildirmislerdir.
Chettle ve ark. (1989) IFA ile seropozitif bulduklari tek bir damizligin 10-14 giinliik
3 ticari broyler siiriisiinde CIA salgini sirasinda mortalite oranini sirasiyla % 8.83,

% 16.3 ve % 34.7 oldugunu rapor etmislerdir.

1.1.7. Tiurkiye’de CIA Hastahg

Tirkiye’de CIA hastalig1 ile ilgili ilk ¢alismalar 1980’11 yillarin sonlarinda
baslamistir. Coven 1989 yilinda, SPF iinitesinde bulunan hayvanlarda
immiinofliioresans antikor (FA) teknigi ile CAV varligin1 saptamak amaciyla yaptigi

arastirma sonucunda pozitif olguya rastlamadigini bildirmistir.

Erglin ve ark. (1998) 4 broyler damizlik siiriisiinden aldiklar1 serum
orneklerinde, % 27.7 ile % 100 arasinda degisik oranlarda CAV antikorlar
saptadiklarini, aynmi isletmelerin ticari broyler kiimeslerinden aldiklar1 serum

orneklerinin CAV’a karsi1 antikor tasimadigini bildirmislerdir.

Yilmaz ve ark. (1999) Marmara boélgesindeki 5 ticari broyler iinitesinde

sagliksiz 48 civcivde CAV DNA varligini arastirmak amaciyla yaptiklar1 polymerase
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chain reaction (PCR) calismalar1 sonucunda 25 giinliik 2 civcivin timusunda CAV

DNA’sinin varligini ortaya koymuslardir.

Yilmaz ve ark. (2001) Marmara bolgesindeki 8 ticari broyler siirlisiinde, 11-28
giinliik toplam 94 adet sagliksiz civcivin 8’inin timusunda PCR ile virlis DNA’sini

saptadiklarini bildirmislerdir.

Kuyucuoglu ve ark. (2003), Afyon yoresindeki degisik yas gruplarindaki 21
yumurtaci tavuk siiriisiinden aldiklar1 460 serum G6rnegini enzyme- linked immuno
sorbent assay (ELISA) ile incelediklerinde, serumlarin % 77.3’iinii seropozitif
bulmuslardir. Arastiricilar yumurtact tavuk siiriilerinin 18’inde CAV antikorlarini
saptarken, 3 siiriide antikor saptamadiklarini bildirmislerdir. Calisma sonucunda
Afyon yoresindeki yumurtact tavuklarin CAV antikor seroprevalansinin yiiksek
oldugunu ve bu durumun yumurtaci ve broyler damizliklar i¢in enfeksiyon kaynagi

olmasi1 bakimindan 6nemli olabilecegini rapor etmiglerdir.

Hadimli ve ark. (2008) Konya yoresinde bulunan 16 yumurtaci tavuk (4-8
haftalik), 10 ticari broyler (11-39 giinliik), 4 yumurtact damizlik (20-42 haftalik) ve
8 broyler damizlik (30-63 haftalik) siiriisiinden kan ve doku 6rnekleri toplayarak
CAV ve antikor varligm arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada, yumurtaci
tavuklardan topladiklar1 392 serum orneginin % 70.91°ini, broyler kiimeslerinden
topladiklar1 240 serum orneginin % 20.83’ilini, broyler damizlik kiimeslerinden
topladiklar1 200 6rnegin % 95.5’ini, damizlik yumurtact kiimeslerinden topladiklari
90 6rnegin % 100’linl antikor pozitif olarak belirlemislerdir. PCR sonucuna gore 10
yumurtact ve 5 ticari broyler kiimesini CAV bakimindan pozitif bulmuslardir. Sonug
olarak arastiricilar, CAV prevalansinin Tiirkiye’deki tavukguluk isletmelerinde

yaygin oldugu kanaatine varmiglardir.

Tiirky1lmaz ve Misirlioglu (2004) izmir ve Bandirma’da yetistirilen broyler
damizlik ve ticari broyler siiriileri ile yumurtaci tavuklardan elde ettikleri serum
orneklerinde ELISA kullanarak yaptiklar1 serolojik c¢alisma sonucunda 485 ticari

broyler serum Orneginin % 62’sini, 57 broyler damizlik serum 6rneginin % 71’ini,
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123 ticari yumurtaci tavuk serumu 6rneginin % 76’sin1 antikor pozitif bulduklarin

bildirmislerdir.

1.1.8. CIA Hastahi@inda Patogenez

Tavuk anemi viriis, lenfoid dokulara 6zellikle timus korteksine ilgi gosterir.
Enfeksiyondan 4-6 giin sonra kortikal timik lenfoblastlarinda, kemik iligi retikiiler
hiicrelerinde, hemositoblastlarda, dalaktaki olgun T hiicrelerinde ve bir¢cok organda
tesbit edilmistir (Adair ve ark. 1993, Smyth ve ark. 1993, Giirel ve Kuscu 2007).
Enfeksiyondan sonraki 26. giinde ise viral antijenlerin belirlenemedigi saptanmigtir

(Smyth ve ark. 1993).

Enfeksiyondan 6-8 giin sonra yapisal olmayan VP3 proteini, timus
korteksindeki lenfoblastlarin ve kemik iligindeki hemositoblastlarin kromatini ile
birlesir. Bu birlesme DNA’nin superkoil yapisini bozarak hiicre dejenerasyonuna
veya apoptosis i¢in aktivasyon sinyali olusturarak hiicrelerin apoptozisine neden
oldugu c¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Genislemis proeritroblastlar,
dejenere olmus hematopoetik hiicreler ve makrofajlar, kemik iliginde gozlenebilir
(Sekil 1.4.). Hematoblastlarin enfeksiyonu sonucu eritrosit, 16kosit ve trombosit
sayilar1 azalir ve pansitopeni gozlenir. Bu donemde enfekte hayvanlarda hematokrit
deger normal degerin (% 29-35) altinda, % 6-27 arasinda oldugu belirlenir
(Taniguchi ve ark. 1983, Goryo ve ark.1989, Jeurissen ve ark. 1992a, Smyth ve ark.
1993, Adair 2000).
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Sekil 1.4. CAV’1n T hiicre gelisimi ve hematopoezis iizerine etkileri (Adair
2000).

Adair ve ark. (1993) CAV’in ilk olarak timus korteksindeki onciil T
hiicrelerine baglanmasini, bu hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD3 yiizey proteini ile
iliskilendirmislerdir. Arastiricilar ayn1 zamanda CD8" hiicrelerin CD4" hiicrelerden
daha fazla etkilendigini saptamislardir (Sekil 1.5.). Hu ve ark. (1993b) giinliik
civcivleri CIA-1 izolatiyla deneysel olarak enfekte ettikten sonra flow sitometri
kullanarak timus CD4" ve CDS8" hiicrelerinin kontrol grubuna gore % 34 ve % 48
oraninda azaldigini, 14 ve 21 giinliik civcivleri enfekte ettiklerinde ise degisiklik

olmadigini bildirmislerdir.
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Sekil 1.5. CAV’in farkli yiizey markirli timik 6ncli T hiicreleri iizerine etkisi (Adair

2000)

Tavuk anemi viriis enfeksiyonu immiin cevabin bozulmasina, hematopoetik ve
lenfopoetik dokularda yikimlanmaya, generalize lenfoid atrofi ve sitokin
dengesizligine neden olabilir. Deneysel olarak enfekte edilen 1-7 giinliik civcivlerde
splenositlerin mitojenlere cevabinin, enfeksiyondan sonraki 7-15. giinlerde

baskilandig bildirilmistir (Adair ve ark. 1991).

Giinliik civeiv ve 3 haftalik piliglerin enfeksiyonundan sonra Fc reseptor
ekspresyonu, interlokin-1 (IL-1) iiretimi, fagositozis ve bakterisidal aktivite gibi
makrofaj  fonksiyonlarinda  gecici  azalmalarin  olabilecegi  bildirilmistir.
Inokiilasyondan sonra 14-21 giinler arasinda T hiicre biiyiime faktor iiretiminin (IL-
2) ve 15-29. giinler arasinda interferon iiretiminin azalabilecegi bildirilmistir. CAV
ile enfekte 3 haftaliktan biiylik tavuklarda REV ve MDV icin antijen spesifik T
hiicrelerin gelismesinin 6nemli derecede azaldigir ve buna bagh olarak CAV’1n as1
bagisikligini etkileyebilecegi gosterilmistir (Adair ve ark 1991, McConnell ve ark.
1993a,b, Schat 2003).

Boer ve ark. (1994) CAV ile enfekte ettikleri giinlik civcivleri, 1 ve 10

giinliikken attenue Newcastle (ND) hastaligi LaSota as1 susu ile asilamiglardir. Bu
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hayvanlar1 ND ile deneysel enfekte ettiklerinde cesitli solunum bozukluklarinin

olustugunu saptamislardir.

Timusta lenfositlerin  tekrar ¢ogalmasi, genislemis proeritroblastlar,
promiyelositler ve hematopoetik aktivite, enfeksiyondan 16 giin sonra antikor
olusumuyla birlikte baslar. lIyilesen civcivlerde doku bozukluklarinin ve kan
parametrelerinin 32 ile 40 giin sonra normale dondiigi bildirilmistir (Taniguchi ve

ark.1983, Goryo ve ark. 1989).

Tavuk anemi virlise karsi koruyucu bagisiklik antikor yaniti ile saglanir.
Duyarli giinliik civcivlere virlislin inokiilasyonundan sonra nétralizan antikorlarin
3. haftaya kadar belirlenemeyecegi veya titrelerinin ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir
(1:80). Titrede 4. haftaya kadar ¢ok az bir artig (1:320) gozlenir. CAV kas i¢i yolla
2-6 haftalik tavuklara verildikten sonra, verilen viriis dozuna bagl olarak, tavuklarda
4-28 giin i¢inde notralizan antikorlarin belirlenebildigi ve inokiilasyondan sonra 12-
21 gilinlerde maksimum titrenin (1:1280-1:5120) olustugu c¢esitli arastirmacilar

tarafindan saptanmistir (Yuasa ve ark. 1983, Yuasa ve ark. 1985, Dren ve ark. 2000).

Eger tavuklar deneysel olarak oral yolla enfekte edilirse kas i¢i yolla
enfeksiyona gore timusta CAV DNA’s1 ve humoral immiin yanitin yaklagik 1 hafta
daha ge¢ olustugu bildirilmistir (Van Santen ve ark. 2004). Yuasa ve ark. (1983)
antikor {iiretiminin artisiyla tavuk dokularinda virlis konsantrasyonunun azaldigin

saptamiglardir.

Damuzlik yasi ile CAV antikorlar1 arasindaki iliskiyi arastirmak icin yapilan
bazi ¢aligmalarda farkli sonuglar belirlenmistir. Hoop (1992) deneysel olarak giinliik,
10 haftalik ve 35 haftalikken enfekte ettigi SPF civciv ve damizlik tavuklarin
serumlarinda yaptigi IFA ve SN calismalar1 sonucunda, CAV antikor titresinin
enfeksiyondan 2 hafta sonra gelistigini ve 5. haftaya kadar pik yaptigin1 daha sonra
antikor titresinin yavas bir sekilde azalmaya bagladigini (1 log;(¢/8-10 hafta), ilerleyen
yaslarda etkenle tekrar karsilasilmasi durumunda antikor titresinin arttigini

bildirmistir. Arastirici ayrica enfeksiyon sonrasi olusan seropozitifligin ¢alismanin
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sonlandig1 6. ayda hala devam ettigini rapor etmistir. Imai ve ark. (1993) 10 ve 63
haftalik yas aralifindaki 4 damizlik siirtiden c¢esitli zamanlarda elde edilen serum
orneklerinde IFA ve SN ile CAV antikor varligini arastirdiklar1 ¢alisma sonucunda,
1. siiriide 63 haftalik ortalama antikor titresinin 37 ve 52 haftaya gore, 4. siiriide 48
haftalik ortalama antikor titresinin 24 ve 35. haftaya gore daha disiik belirlerken,
2. striide 31 haftalik ortalama antikor titresinin 25 haftalia gore daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Pages ve ark. (1997) 20 haftalik damizliklar1 inaktif as1 ile
astladiktan sonra 10 hafta arayla 4 kez elde ettikleri serum 6rneklerinde ELISA ile
belirledikleri CAV antikor titre sonuglarin1 karsilastirdiklarinda, yasin ilerlemesiyle
antikor titresinin azaldigini, fakat 60 haftalik damizliklarda antikor titresinin hala
koruyucu diizeyde bulundugunu saptamiglardir. Canal ve ark. (2004) 6 ile 55 haftalik
yas araliginda bulunan CIA hastaligina kars1 64 asisiz damizlik siiriide damizlik yasi
ile antikor titrelerini karsilastirdiklarinda 6nemli bir fark belirlemediklerini, damizlik
yas1 ile seropozitiflik oranimi karsilastirdiklarinda, 6-21 haftalik yas araliginda
% 88.93, 22-45 haftalik yas araliginda % 91.95 ve 46-55. haftalik yas araliinda
% 83.58 oldugunu bildirmislerdir. Owoade ve ark. (2004), Giineybat1 Nijerya’da
broyler damizlik ve ticari broyler siiriileri ile yumurtaci tavuklarda CIA hastaliginin
seroprevalansinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 calisma sonucunda; genglere gore
yasli hayvanlarda seroprevalansin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Mahzouniech ve ark. (2005), iran’da ticari broyler kiimeslerinde CAV
seroprevalansini ortaya koymak amaciyla 46 ticari broyler kiimesinden 2 giinliikten
9 haftaliga kadar cesitli yaslardaki hayvanlardan toplam 450 kan 6rnegini ELISA
testiyle incelemislerdir. Arastirmacilar ¢alisma sonucunda tiim kiimesleri seropozitif
belirlerken, elde edilen serum Orneklerinde % 87.7 pozitiflik saptadiklarini
bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar seroprevalansin yagh kiimeslerde daha yiiksek
oldugunu fakat antikor titresi ile yasin iligkili olmadigini rapor etmislerdir. Otaki ve
ark. (1991), Imai ve ark. (1993), Cardona ve ark. (2000a) CAV enfekte olan
tavuklarda noétralizan antikorlarin uzun bir siire kalic1 oldugunu rapor ederken, Schat
(2003) asillama sonrast olusacak bagisikligin yumurtlama periyodu boyunca devam

edecegini bildirmistir.
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1.1.9. CIA Hastahigimmin Klinik ve Patolojik Bulgular:

Tavuk infeksiydoz anemi hastaliginin spesifik klinik belirtisi enfeksiyondan
sonraki 14-16. gilinlerde ortaya ¢ikan anemidir. Enfeksiyondan siddetli etkilenmis
civcivlerin kanlarinda su miktarinin azaldigi, pihtilasma siiresinin uzadigi, kan
plazmasinin normalden daha sar1 goriinimde oldugu bildirilmistir. Kanamalar ve
kanin pihtilagma siliresinin uzamasi trombositopeninin bir sonucudur. Sekonder bir
enfeksiyonla, trombositopeni daha da siddetlenebilir. Enfeksiyondan 8-10 giin sonra
hematokrit degerin % 27’nin altina diistiigli, 14-20. gilinlerde % 10-20 arasinda
oldugu, hatta 6lmek {izere olan hayvanlarda % 6 ya kadar diisebilecegi bildirilmistir.
Iyilesen hayvanlarda 16-21 giin sonra hematokrit degerin arttig1 ve enfeksiyondan
28-32 giin sonra normale ( % 29-35) dondiigli rapor edilmistir (Yuasa ve ark. 1979,
Rosenberger ve Cloud 1989b, Noteborn ve ark. 1991, Pope 1991). Yilmaz ve ark.
(2001) PCR ile CAV pozitif belirledikleri 8 hayvanin 3’linde hematokrit degeri
% 29’un altinda, 5’inde % 29’un lizerinde belirlerken, enfekte olmayan 16 hayvanda

% 29’un altinda, 36’sinda % 29’un iizerinde belirlemislerdir.

Enfekte hayvanlar durgun ve solgun goriintir. Canli agirlik artisi deneysel
enfeksiyondan sonraki 10-20. giinler arasinda baskilanmistir. Hasta hayvanlarda
enfeksiyondan sonraki 12-28. giinler araliginda olimler gdzlenir. Enfeksiyondan
20-28 giin sonra anemi ve depresyondan kurtulan hayvanlar hastaligi atlatirlar. Yasin
ilerlemesine karsin hastaliktan kurtulamamig hayvanlarda mortalite de artis devam
ediyorsa sekonder enfeksiyonlar s6z konusudur. Sekonder enfeksiyonlarin cesitli
klinik belirtilere neden olarak primer CAV enfeksiyonun teshisini giiglestirecegi
bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1979, Taniguchi ve ark. 1983, Goryo ve ark. 1989,
Rosenberger ve Cloud 1989a).

Deri i¢i, deri alti ve kas i¢i hemorajilerin, ayak ve bacaklardaki deri alti
hemorajiler nedeniyle olusan iilserlerin, CIA hastalig1 ile iligkili hemorajik-aplastik
anemi sendromunda gorildiigi, kanatlardaki deri i¢i ve deri altt hemorajilerin CIA
hastaligr ile iligkili gangrendz dermatitis de goriilen klinik bulgular oldugu

bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1987, Engstrom ve ark. 1988, Pope 1991). Daha belirgin
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kanamalar ve diger organlardaki lezyonlarin (karacigerin genislemesi ve renk
degisiklikleri) sekonder enfeksiyonlarla iligkili olarak meydana geldigi saptanmistir

(Taniguchi 1983, Rosenberger ve Cloud 1989a).

Tavuk infeksiyoz anemi hastaligi ile ilgili lezyonlar viriisiin giris yoluna,
maruz kalma yasina, viral doza ve konak¢min immiin sistemine bagli olarak
degisebilir. Duyarli yastaki civcivlerde gelisen en 6nemli lezyon timus loblarinin
tamamen yok olmasina varan derecelerde timus atrofisidir. Timus kalintilar1 koyu
kirmizimsit renktedir. Femurda goriilen kemik iligi atrofisi karakteristik lezyondur
(Taniguchi ve ark. 1983, Goryo ve ark.1985, Jeurissen ve ark. 1992b). Etkilenmis
kemik iligi yagli ve sarimtirak veya pembemsi goriiliir. Baz1 6rneklerde timus koyu
kirmizi renkte olsa da lezyonlar histopatolojik aragtirmayla belirlenebilir. Hasta
hayvanlarda, bursa Fabricius’un dis membraninin yari saydam ve burusuk bir

goriiniimde oldugu saptanmustir (Schat 2003, Giirel ve Kusgu 2008).

Bougiouklis ve ark. (2007) CAV enfeksiyonu ile ilgili klinik belirtiler gdsteren
12 giinliik ticari broyler civcivlerin nekropsi bulgularinda solgun karaciger, bursa
Fabricius ve timusta atrofi, kemik iliginde renk degisimi, iskelet kaslarinda ve deri
altinda hemorajileri gozlemlemislerdir. Nekropside en ¢ok gangrenéz dermatitis

gelistigini bildirmislerdir

Giirel ve Kuscu (2008) Cux-l1 izolat1 ile enfekte ettikleri giinlik SPF
civcivlerden, belirli giinlerde elde ettikleri bursa Fabricius, dalak, sekal tonsiller,
karaciger, bobrek, pankreas, duodenum, ince ve kalin bagirsak, proventrikulus,
akciger, kalp, trakhea, 6zefagus, beyin ve beyincik doku orneklerinde histopatolojik
lezyonlar1 ve StreptAvidin-biyotin peroksidaz boyama yontemi ile antijen
yogunluklarin1 arastirmiglardir. Bu organlarda herhangi bir histopatolojik lezyon
saptanmamasina ragmen, viriis inokiilasyonundan sonraki 7. giinden itibaren bursa
Fabricius, dalak, sekal tonsiller, akciger ve proventrikiilusta antijen spesifik

boyanmalari belirlediklerini bildirmislerdir.
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1.1.10. CIA Hastah@nin Laboratuvar Teshisi

Enfekte hayvanlarda patolojik bulgular, hematolojik degisiklikler, klinik
goriiniim ve kiimes ge¢misi dikkate alinarak CIA hastaliginin kesin olmayan teshisi
yapilabilir. Kesin teshis icin viriis izolasyonu ve identifikasyonuna ihtiya¢ vardir.
Hastaligin laboratuvar teshisi in vivo, molekiiler ve serolojik testlerle yapilmaktadir

(Rosenberger ve Cloud 1998).

Enfeksiyondan 7 giin sonra birgok dokuda ve rektal igerikte yiiksek viriis titresi
belirlenebilir ve viriis izole edilebilir. Viriis titresi antikor gelisimine bagl olarak
zamanla azalir, fakat enfeksiyondan sonraki 49. giine kadar beyin ve rektal icerikten

izole edildigi bildirilmistir (Yuasa ve ark. 1983).

Tavuk anemi virilistinlin hiicre kiiltliriinde iireyip liremedigi, hayvan deneyi
veya PCR analizi ile dogrulanabilir. CAV’dan silipheleniliyorsa ve viriis izole
edilememisse giinliik civcivlere kas i¢i veya periton i¢i viriis inokiilasyonu, CAV’1n
izolasyonu i¢in kullanilabilir. Bu uygulamanin hiicre kiiltiiriine gére daha duyarh
oldugu ve bursektomi ile duyarliligin daha da arttirilabilecegi bildirilmistir (Hu ve
ark. 1993a, Schat 2003). Inokiilasyondan sonra 14-21. giinler aras1 hematokrit deger
% 27’nin altina diigmiis ise bu durum CAV enfeksiyonunu gosterir. Anemik olmayan
hayvanlarda hastaligin teshisinde nekropsi bulgulari, 6zellikle timus ve kemik
iliginde olusan atrofi kullanilabilir. PCR veya immiinohistokimya ile lezyonlarda

CAYV varligimin dogrulanmasi énemlidir (Rosenberger ve Cloud 1989a).

Tavuk siiriilerinde CAV  varligmin belirlenmesi amaciyla rutin olarak
3 serolojik test kullanilmaktadir. Bunlar ELISA, immiinofliioresans ve nétralizasyon
testleridir. Otaki ve ark. (1991) bu ii¢ testi karsilastirmak igin yaptiklari ¢alisma
sonucunda {i¢ testin de enfeksiyondan sonraki 2 ile 3. haftalarda tiim hayvanlarda
seropozitifligi belirledigini, ELISA testinin 6 hayvanda 15. haftaya kadar,
1 hayvanda 37 haftaya kadar seropozitifligi belirledigini, VN testinin ise 37. haftaya
kadar tavuklarin tamaminda seropozitifligi belirledigini bildirmislerdir. Bu serolojik

testlerden ELISA’nin, siirii taramalarinda kullanilmasi, ekonomik olmasi ve kisa
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siirede sonuclanmasi1 gibi avantajlar1 nedeniyle sik¢a calisilmistir. Bu caligmalar
sonucunda tavuk serumundaki CAV spesifik antikorlarin varligimi ve miktarim
belirlemek icin birgcok ELISA teknigi gelistirilmistir. Bu test, bir¢ok iilkede damizlik
stiriilerin agillama Oncesi ve sonrast CAV antikor diizeyini saptamak, ayrica
civcivlerde maternal antikor varliginin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Todd ve
ark. 1990b, Schat 2003). Todd ve ark. 1999 yilinda monoklonal antikor kullanarak
diinyanin farkli bolgelerinden elde edilen saha izolatlariyla reaksiyon veren bir

ELISA testi gelistirdiklerini bildirmislerdir.

Antijenler genellikle MSBI1 hiicrelerinde tireyen viriislerden hazirlanir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile bakteriyel sistemlerde VP3 veya baculoviriis
sistemlerinde VP1, VP2 ve VP3 proteinlerinin iiretildigi bildirilmistir (Iwata ve ark.

1998).

Tavuk anemi viriisiiniin varliginin  gosterilmesinde kullanilan molekiiler
caligmalarin (PCR, nested PCR, sekans analizleri, niikleik asit hibridizasyonu vb.)
duyarliliginin ve oOzgilliigiiniin fazla oldugu bildirilmistir. CAV DNA’s1, hiicre
kiiltiirlerinde, karaciger ve lenfoid dokularda, formalinle tespit edilmis karaciger
homojenatlarinda veya formalinle tespit edilmis parafine gomiilii dokularda,
kontamine asilarda, serum ve kanda molekiiler ¢calismalarla belirlenmistir. Rutin PCR
calismalarinda primerler i¢in en iyi se¢im yeri ORF bolgeleridir. Birgok {tilkede
yapilan arastirmalarda PCR ile farkli suslarin amplifiye bolgeleri gosterilse de,
genelde CAV’in Cuxhaven-1 izolatinin ORF1 ve ORF3 gen sekansi primer olarak
secilmistir. Fakat bu primerlerin tim izolatlarin PCR ile teshisinde yeterli

olmayacag bildirilmistir (Schat 2003, Nogueira ve ark. 2005).

Nogueira ve ark. (2005) saha 6rneklerinde in vivo viriis izolasyonu yerine daha
hizli, duyarli ve 6zgiil olarak PCR ile CAV varliginin belirlenmesine yonelik bir
calisma yapmislardir. VP3F/VP1R primerlerini kullanarak yaptiklart PCR ¢aligmasi
sonucunda, VP1F/VPIR primeri kullanilarak yaptiklar1 PCR sonucuna gore

4 izolatin daha pozitif oldugunu saptamislardir.
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Kumar (2007) kemik iligi, dalak, karaciger, timus ve bursa Fabricius olmak
tizere 75 doku oOrneginde CAV varligmi PCR ile arastirmistir. VP2F/VP2R,
VPIF/VPIR, OIF/PshAIR, O1F/OIR primer setlerini kullanarak yaptigt PCR

sonucunda, sirastyla 68, 33, 67 ve 59 ornekte pozitif sonu¢ buldugunu bildirmistir.

In vivo deneyler (hiicre kiiltiirii, ETY) ve PCR ile CAV’1n gosterilmesi ile ilgili
yapilan arastirmalarin sonuglarinin % 100 uyustugu bildirilmistir. Fakat hiicre
kiiltiiric (MDCC-MSB1) ¢aligmalarinin tim CAV izolatlar1 i¢in uygun olmadigi,
embriyolu tavuk yumurtasinin (ETY) zaman alici ve smirli miktarda oOrnek
tiretilebildiginden dolay1 zor oldugu rapor edilmistir (Rosenberger ve Cloud 1998,
Schat 2003).

Viral antijenler, immiinofliioresans veya immiinoperoksidaz boyama ile tavuk
dokularinda gbsterilebilir. Immiinofliioresans antikor testi ile direkt teshis igin
genellikle enfeksiyondan 7-12 giin sonra timus dokular tercih edilir. Eger CAV ile
enfekte MSB1 veya CU147 hiicrelerinde antijen aranacaksa, inokiilasyondan 36-42
saat sonra hiicre lizisi olmadan test uygulanir (Schat 2003). immiinoperoksidaz
deneyinin formalinle fikse edilmis, parafine gomiilmiis orneklerle c¢alisildig

bildirilmistir (Hoop and Reece 1991, Smyth ve ark. 1993, Giirel ve Kuscu 2008).
1.1.11. CIA Hastahginda Koruma ve Kontrol

Tavuk infeksiydz anemi hastaligindan koruma ve kontrol amaciyla isletmelerde
hijyen ve yoOnetim prosediirleri dikkatli bir sekilde uygulanmalidir. Bu amagla
ozellikle hayvanlarda immiinosupresyonun ve 3-4 haftalik yastan 6nce CAV’a maruz
kalmanin engellenmesi gerekir. Saha kosullarinda CIA hastaliginin eradikasyonu
olduk¢a zordur. Ciinkii CAV dezenfektanlara kars1 oldukg¢a direngli, vertikal yolla
bulasabilen ve yumurtlama donemine kadar latent kalip yumurtlama ile birlikte

tekrar aktif olabildigi bildirilen bir etkendir (Cardona ve ark. 2000b, Schat 2003).

Hastaligin patogenezi ve epidemiyolojisi hakkinda bilgiler arttik¢a viriisiin
identifikasyonu, koruma ve kontroliiyle ilgili g¢aligmalar artmustir. Vielitz ve

Landgraf (1988) CIA hastaligina kars1 asilamada tavuk embriyolarinda trettikleri
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canli virlisleri kullanmiglardir. Bu asilarin yam1 sira baculovirlis kullanarak
rekombinant VP1 ve VP2 proteinlerinin birlikte kullanildigr subunit asilar
gelistirildigi bildirilmistir (Koch ve ark. 1995, Noteborn ve ark. 1998). Pages ve ark.
(1997) SPF damizliklarda inaktif as1 kullanarak yaptiklari asilama sonrasi
bagisikligin gozlendigini saptamislardir. Fakat canli agilar daha yiiksek antikor titresi
olusturdugundan ve maliyet agisindan rekombinant asilara gore daha ekonomik

olduklar i¢in sahada kullanimlar1 daha yaygindir.

Asilama stratejisi damizlik kiimeslerin yeterli koruyucu antikor titresine sahip
olmasi1 buna bagli olarak viriisiin vertikal yolla bulasmasinin 6nlenmesi ve civcivlere
yeterli maternal antikor gecisini saglanmasi esasina dayanir. Sommer ve Cardona
(2003) CAYV ve antikor dinamigini arastirdiklar 2 ticari broyler siiriide giinliik yastan
3 haftaliga kadar viriis ve antikor varligin1 belirlerken, 5 haftalik 20 hayvanin
% 80’inde viriis ve % 35’inde antikor, 6 haftalik 20 hayvanin % 90’inda viriis ve
antikor, 7 haftalik 20 hayvanin tiimiinde viriis ve antikor varligini belirlemislerdir.
Arastiricilar 3 haftaliga kadar belirledikleri antikorlarin maternal antikor oldugunu, 5
haftaliktan sonra belirledikleri antikorlarin  enfeksiyona bagli  oldugunu
bildirmislerdir. Giinliik yastan itibaren belirledikleri CAV’in ise damizlik
tavuklardan veya horozdan civcivlere ge¢mis olabilecegini ya da horizontal yolla
etkenin bulagtigini bildirmislerdir. Bu sonuglara géore Sommer ve Cardona (2003)
maternal antikorlarin CIA hastalig1 klinik belirtilerini 6nleyebilecegini fakat viriisiin
bulagmasin1 ve immiinosupresyonu oOnleyemeyecegini bildirmistir. Fakat bir¢ok
arastirict maternal antikorlarin CAV’a karsi geng¢ tavuklarda tam bir koruma
saglayacagini bildirmistir. Yapilan c¢esitli ¢alismalarda bu korumanin ancak
immiinosupresyona neden olan diger viral enfeksiyonlar tarafindan (IBDV, MDV,
REV) yikimlanabilecegi rapor edilmistir (Yuasa ve ark. 1980a,b, Rosenberger ve
Cloud 1989b, Otaki ve ark.1992). Bazi arastiricilar maternal antikorlarin,
enfeksiyona kars1 yaklasik 3-4 haftaya kadar koruma sagladigini bildirmistir (Yuasa
1980a, McNulty ve ark. 1988, Pages ve ark. 1997, Sommer ve Cardona 2003,
Kapetanov ve ark. 2003). Fakat Roussan (2006), Kuzey Urdiin’deki ticari broyler

kiimeslerinde CAV enfeksiyonunun serolojik olarak prevalansini ortaya koymak
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amaciyla yaptig1 aragtirmada, 1-4 giinliik civcivlerin maternal antikorlarla iligkili
olarak en yiiksek titre ortalamasina sahip oldugunu ve maternal antikor koruyuculuk
diizeyinin diismesine bagli olarak enfeksiyonun 2 haftaliktan biiylik civcivlerde
goriilebilecegini  bildirmistir. Otaki ve ark. (1992) enfeksiyon sonrast CAV
antikorlarina sahip damizliklardan elde edilen ticari broyler siiriilerinde, maternal
antikor seyri iizerine yaptiklar1 arastirma sonucunda maternal antikorlarin 2 haftaliga
kadar koruma sagladigini fakat bazi antikor titresi yliksek damizliklardan elde edilen
civcivlerde maternal antikor varliginin 4 haftaliga kadar devam edebilecegini rapor
etmiglerdir. Herdt ve ark. (2001) 28 haftalik % 100 seropozitif bulduklari
damizliklarin giinliik civeivlerinde maternal antikor oraminin % 98 oldugunu
saptanmuglardir. Davidson ve ark. (2004), Israil’de CAV epidemiyolojisi iizerine
yaptiklar1  arastirmada, antikor titresi yiiksek damizliklarin civcivlerinde
enfeksiyonun goriilmedigini bildirmiglerdir. Bazi arastiricilar da seropozitif
damizliklarda maternal antikorla birlikte damizliklarin genital organlarindaki hiicre
DNA’sina integre viral DNA’nin civcivlere aktarilabilecegini bildirilmistir (Cardona

ve ark. 2000a,b, Brentano ve ark. 2004).

Mevcut ticari canli asilar, civciv ve piliglerde hastalik riski
olusturabileceginden, 6 haftadan 6nce bu asilarin uygulanamayacag bildirilmistir.
Bununla birlikte as1 susunun yumurta ile civcive gegmesini Onlemek igin
yumurtlamadan en az 4 hafta 6nce asilamanin yapilmasi gerektigi rapor edilmistir
(Voss 2000). Voss (2000) maternal antikorsuz giinliik civcivleri asiladiklarinda
klinik belirtilerin ve dliimlerin gézlendigini, maternal antikorlu civcivlerde klinik bir
belirti veya Olimiin gozlenmedigini bildirmistir. Ticari asilarin  kullanima
girmesinden Once seronegatif gen¢ damizliklara, CAV pozitif doku homojenati
karigtirtlmis sularin verilmesiyle veya CAV enfekte kiimeslerden bir miktar hayvanin
ya da althgn transferi ile immiinizasyonun saglandigi bildirilmistir. Bu yOntemin
asmin bulunmadig1 veya ekonomik sebeplerden dolayr asilama yapilamayan bazi
iilkelerde hala uygulandigi rapor edilmistir. Bununla birlikte bu uygulamanin, hijyeni
saglamak acisindan ve maruz kalmman etken miktarinin kontrol edilememesi

nedeniyle oldukca riskli oldugu, ayrica siirede herhangi bir immiinosupresif bir
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hastaligin bulunmast durumunda, yetiskin tavuklarda da CAV’in hastalik
olusturabilecegi géz onilinde bulundurulmalidir (Vielitz ve Landgraf, 1988, Pages ve

ark. 1997, Voss 2000, Schat 2003).

Voss (2000) 1 haftalik SPF civcivleri oral yolla asiladiktan sonra asilanmamis
SPF civcivlerle izolatdr igerisinde bir arada tuttuklarinda asilanmamis SPF
civcivlerin de CAV antikor pozitif oldugunu saptamistir. Arastirici, asili ve asisiz
civcivlerin CAV’a maruz kalmalarindan sonraki 4. haftada antikor titrelerini
karsilastirdiginda asili grubun antikor titresinin daha yiiksek oldugunu fakat
6. haftada her iki grubun antikor titreleri arasinda fark olmadigini bildirmistir.
Aragstirict horizontal bulasma ve asilama sonrasi elde edilen antikor titresi arasinda
uzun bir zaman diliminde bir fark olmadigin1 fakat asilamanin daha kisa siirede
yuksek koruyucu titreye ulastifin1 ve asilamanin siiriide CAV antikor olusumunun
uniform dagilim i¢in 6nemli oldugunu bildirmistir. Canal ve ark. (2004) ise 12 asili
ve 64 asisiz broyler damizlik siiriisinde CAV antikor varligmi ELISA ile
arastirdiklar1 c¢alisma sonucunda asili damizliklarin antikor titresinin asisiz

damizliklardan daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Mevcut ticari canli asilar, tavuklara 6-16 haftalik yaslarda uygulanmaktadir.
Asilar enjektabl, kanat zarma batirma metodu veya igme suyuna karistirilarak
verilebilir. Asillamadan sonra 2 ile 5 hafta i¢inde siiriide serokonversiyon saglanir
(Voss 2000). Malo ve Weingarten (1995) koruyucu antikor titresinin 8 (log,)’den
bliylik olmasi gerektigini  bildirmistir. Olusan immiinizasyon yumurtlama
periyodunca devam eder ve viriisiin vertikal yolla bulagsmasini engeller. Damizlik
kiimeslerin CAV antikor varlig1 bakiminda siirekli izlenmesi veya asilama sonras1 ag1
etkinliginin test edilmesiyle vertikal yolla hastaligin bulagmasi engellenebilir.
Siiriilerde maternal antikorlarin yok olmasindan sonra enfeksiyon meydana gelebilir.
Bu durum o6zellikle damizlik siiriilerde asilama oncesi dikkate alimmalidir (Voss

2000, Schat 2003).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gerec¢

2.1.1. Ornekleme Yapilan Siiriiler ve Elde Edilen Numuneler

Arastirma icin Tirkiye’de Marmara bolgesinde tavuk infeksiydz anemi
(chicken infectious anemia-CIA) hastaligma karsi asilama yapan ve I¢ Anadolu
bolgesinde agilama yapmayan iki farkli entegre tesise ait broyler damizlik siiriileri ve
bu damizliklarin ticari broyler siiriileri Haziran 2008 ve Subat 2009 tarihleri arasinda
ornekleme yapmak amaciyla ziyaret edildi (Cizelge 2.1., Cizelge 2.2.). Calismanin
materyalini, CIA hastalifina karsi 6’s1 asili, 6’s1 asisiz farkli yaslardaki broyler
damizlik siirtilerinden elde edilen 218 serum ve bu damizliklarin 32 ticari broyler
stiriisiinden (giinliik, 1, 2, 3, 4 ve 5 haftalikken) elde edilen toplam 2074 kan serumu

ve 1916 doku numunesi olusturdu.
2.1.1.1. Asih broyler damzlik siiriilerinden elde edilen numuneler

Marmara bolgesinde yer alan CIA hastaligina karsi asilanmuis farkli yas
gruplarindaki (27, 32, 35, 45, 47 ve 54 haftalik) 6 damizlik stiriiden toplam 120 adet
kan serumu elde edildi (Cizelge 2.1).

2.1.1.2. As1s1z broyler damzlik siiriilerinden elde edilen numuneler

I¢ Anadolu bolgesinde yer alan CIA hastaligina karsi asilanmanus farkli yas
gruplarindaki 6 damizlik stiriiden (31, 35, 38, 40, 42 ve 60 haftalik) toplam 98 adet
kan serumu elde edildi (Cizelge 2.1).

2.1.1.3. Asith damizhiklarin ticari broyler siiriillerinden elde edilen

numuneler

Marmara bolgesinde yer alan CIA hastaligina kars1 asilanmis 27 ve 54 haftalik
damuzlik siiriilerin her birinden elde edilen 4’er ticari broyler siiriisiinden, giinliik,

1, 2, 3, 4 ve 5 haftalikken toplam 934 adet kan serumu ve toplam 888 adet doku
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ornegi (222 timus, 222 karaciger, 222 dalak, 222 kemik iligi) elde edildi. Diger asili
damuzlik siiriilerin her birinden elde edilen 4’er ticari broyler siiriisiinden giinliik ve
5 haftalikken toplam 498 adet kan serumu ve toplam 488 adet doku 6rnegi (122
timus, 122 karaciger, 122 dalak, 122 kemik iligi) elde edildi. Boylece Marmara
bolgesindeki ticari broyler siirlilerinden toplam 1432 adet kan serumu ve 1376 adet

doku 6rnegi elde edildi (Cizelge 2.2.).

2.1.14. Asisiz damizhiklarin ticari broyler siiriilerinden elde edilen

numuneler

I¢ Anadolu bélgesinde yer alan CIA hastalifina karsi asilanmamis 40 ve 60
haftalik damizlik stiriilerin her birinden elde edilen 4’er ticari broyler siiriisiinden,
giinliik, 2, 3 ve 5 haftalikken toplam 641 adet kan serumu ve 540 adet doku 6rnegi
(135 timus, 135 karaciger, 135 dalak, kemik iligi) elde edildi. Diger asisiz damizlik

stiriilere ait ticari broyler siiriilerinden 6rnekleme yapilmadi (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.1. Ornekleme yapilan broyler danuzlik siiriileri ve elde edilen numuneler

e . Damizhk yas1 Elde edilen Toplam
Ornekleme yapilan bolge (ha fta)y Serum (n) Serlfm (n)
27 20
32 20
" 35 20
Marmara 45 20 120
47 20
54 20
31 18
35 17
. o 38 16
I¢ Anadolu 40 16 98
42 16
60 15

* CAV asili damuzliklar, ¥* CAV asisiz damizliklar

Kan o6rnekleri giinliik ticari broyler civcivlerden kesim ydntemiyle, broyler
damizlik ve haftalik ticari broyler siiriilerindeki tavuklardan V. subcutanea ulnaris’
den enjektorle alindi ve serum tiiplerine aktarildi. Alinan kan Ornekleri ayni1 giin

icinde 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek, serumlari ¢ikarildi. Serum &rnekleri
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ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) ile CAV antikor tespiti i¢in isletme
ad, siirli no, siirii yas1 ve 6rnekleme tarihleri ile etiketlenerek -20 °C* de muhafaza

edildi.

Arastirmada ticari broyler kiimeslerinin her birinden 3-6 hayvana nekropsi
yapilarak timus, karaciger, dalak ve kemik iligi 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri PCR
ile CAV DNA tespiti icin isletme adi, siirii no, siirli yasi ve ornekleme tarihleri ile

etiketlenerek -86 °C’ de muhafaza edildi.
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2.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

2.1.2.1. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

(Calismada Tavuk Anemi Virlis Antikor Test Kiti (Idexx, USA) kullanildi. Kit

icerigi Cizelge 2.3.’de verilmistir.

Cizelge 2.3. ELISA kitinin igerigi

Sira

o icerik Miktar

1. CAV ile kaplanmis 96 kuyucuklu mikroplate 5 adet
2. Anti-CAV Konjugat Soliisyonu: Horseradish Peroxidase (HRPO) konjugati 50 ml
3. Negatif Kontrol: CAV’a kars1 antikor tagimayan tavuk serumu 2 ml
4. CAV Pozitif Kontrol: Anti-CAV serumu 2 ml
5. Ornek Sulandirma Sivisi: Protein stabilizatorlii tampon 235 ml
6. Yikama Soliisyonu (10X): Gentamisinle korunmus fosfat tampon 235 ml
7. TMB (Tetramethyl benzidine) Substrati 60 ml
8. Durdurma Soliisyonu (H,SOy) 60 ml

2.1.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Calismada ticari firmalardan temin edilen CAV asi1 suslarinin DNA’s1 (P24 ve
Cux-1) referens viral DNA olarak kullanildi.

As1 ve doku orneklerinden DNA ekstraksiyonu amaci ile QIAamp DNA Mini
Kit (Katalog no: 51306, QlAamp DNA Mini kit, Qiagen Science, USA) kullanild.
Kit igerigi Cizelge 2.4.’de verilmistir.

40



Cizelge 2.4. DNA ekstraksiyon kitinin igerigi

Sira

1o icerik Miktar
1. Toplama tiipleri i¢ginde spin kolonlar 250 adet
2. Toplama tiipleri (2 ml) 750 adet
3. Buffer ATL 50 ml
4. Buffer AL 54 ml
5. Buffer AW1 95 ml
6. Buffer AW2 66 ml
7. Buffer AE 110 ml
8. Proteinase K 6 ml

DNA amplifikasyonu asamasinda kullanilmak iizere Taqg DNA polimeraz
5 U/ul (rekombinant) (Vivantis-PL1202), 10 x PCR buffer (160 mM (NH4),SO4, 500
mM Tris HCL, 17,5 mM MgCl,, % 0,1 Triton x-100) (Vivantis-PL1202), niikleaz
icermeyen su (Qiagen), 100 mM dNTPs 0.25 x 4 (Vivantis) ticari olarak saglandi.
Calismada Cizelge 2.5.’de baz dizini ve kaynagi verilen 675 bp’lik VP1 ve 387

bp’lik O3 gen primer seti ticari olarak sentezlettirildi (Biomers GmbH, Germany).

Cizelge 2.5. Kullanilan Primerler

Primer Sekans Uriin Referens
boyutu
VPI(F) 5’GAC TGT AAG ATG GCA AGA CGA GCT C 3°(25) 675 b Todd ve ark.
P
VPI(R) 5°GGC TGA AGG ATC CCT CAT TC 3’ (20) (1992)
O3(F) 5’CAA GTA ATT TCA AAT GAA CG 3’ (20) Cardona ve
387 bp ark.
03(R) 5’TTG CCA TCT TAC AGT CTT AT 3’ (20) (2000a)

(F) = Forward primer (R)= Reverse primer

Cogaltilan DNA’nin elektroforezinde agaroz (Vivantis-PC0701), distile su,
etidyum bromide 10 mg/ml (Vivantis-PC0707) ve 5X TBE buffer (0,089M Trisbase,
0,089M Borate, 0,002M EDTA) (Vivantis-PC0724), 6x Loading Dye solusyonu
(Vivantis - NL0401) ve 100 bp’lik marker (Vivantis - NL0401) kullanildi.
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2.1.3. Kullanmilan Cihaz ve Ekipmanlar

ELISA c¢aligmalarinda pQuant MQX200 ELISA okuyucusu (Biotek) ve
ELX50/8V ELISA yikayicisi (Biotek), PCR ¢alismalarinda termal cycler cihazi
(Boeco TC PRO), elektroforez cihazi (Cleaver Scientific MP-250), jel goriintiileme

sistemi (Ingenius, Syngene Bio Imaging) ve mikrosantrifiij (Eppendorf 5417R),
kullanildi.

2.2. Yontem
2.2.1. ELISA ile Serum CAYV Antikorlarinin Belirlenmesi
2.2.1.1. Testin yapihisi

Idexx ELISA kitinde bulunan yikama soliisyonu 1:10 oraninda dilue edildi.
Damuzliklara ait serum Ornekleri, antikor titresini hesaplamak amaciyla 1:100
oraninda, ticari broyler siiriilerine ait serum 6rnekleri ise maternal antikor ve antikor

varligini aragtirmak amaciyla 1:10 oraninda 6rnek sulandirma sivisi ile sulandirildi.

CAV antijeni ile kapli pleytlerin A1 ve A2 kuyucuklarina 100 pl negatif
kontrol serumu, A3 ve A4 kuyucuklarina 100 pl pozitif kontrol serumu konuldu.
Hazirlanan serum orneklerinden 100 pl miktarinda diger kuyucuklara eklendi.
Pleytler oda 1sisinda 60 dk. bekletildi. Siire sonunda pleytler ELISA yikayicisina
(ELX 50 -Biotek) yerlestirildi ve kuyucuklarin igerikleri aspire edilerek her bir
kuyucuk 300 pl yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. Yikama sonrasi 100 pl konjugat
her kuyucuga eklendi ve oda 1sisinda 30 dk. bekletildi. Tekrar her bir kuyucuk 300 pl
yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. Tkinci yikama sonras1 her ¢ukura 100 pl substrat
eklenerek 15 dk. oda 1sisinda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak igin 100 pl
durdurma soliisyonu eklendi. Hazirlanan pleytler ELISA  okuyucusunda
(MikroQuant- Biotek) 650 nm’de okutuldu ve veriler X Check programi kullanilarak
kaydedildi.
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2.2.1.2. Test sonuclarmin degerlendirilmesi

Sonuglarin  degerlendirilmesinde ELISA kiti diretici firmanin kriterleri
kullanildi. Buna gére numunelerdeki antikorlarin varligi ya da yoklugu her bir 6rnek

icin S/N (O0rnek/negatif ) oranina gore belirlendi.

Negatif kontrol S/N (6rnek/negatif) degeri 0.6’nin lizerinde ise ve pozitif
kontrol S/N degeri 0.5’in altinda ise test gegerli olarak kabul edildi.

Ticari  broyler serumlarinda (1:10 sulandirma) antikor varliginin

degerlendirmesinde Cizelge 2.6.” de verilen bilgiler kullanildi.

Cizelge 2.6. 1:10 drnek diliisyonun ELISA testi sonug degerlendirmesi

VN antikor titresi (log,) Durum ELISA S/N Sonu¢
<1:16 (<4) Negatif (titre yok) >0.6 Negatif
1:31-1:128 (5-7) Pozitif (Distik titre) 0.59-0.20 Pozitif
>1:256 (>8) Pozitif (Koruyucu titre) <0.2 Pozitif

Damizlik serumlarinda (1:100 sulandirma) antikor titre ve koruyuculuk
diizeyinin degerlendirmesinde Cizelge 2.7. ve Cizelge 2.8.°da verilen bilgiler

kullanildi.

Cizelge 2.7. 1:100 o6rnek dilisyonun ELISA testi sonug degerlendirmesi

VN antikor titresi (log,) Durum ELISA S/N Sonug¢

<1:128 (<7) Negatif/Diistik titre >0.8 <1000
1:256-1:1024 (8-10) Pozitif (Orta Koruyucu Titre) 0.80-0.20 1000-8660

>1:1024 (>10) Pozitif (Yiiksek Koruyucu Titre) <0.2 > 8660

Cizelge 2.8. 1:100 6rnek diliisyonun ELISA gruplandirmasi

ELISA grup ELISA iinite ELISA S/N Aciklama
0 <1000 >0.8 Negatif
1 1000-2460 0.8-0.55 Pozitif - (Orta Koruyucu titre)
2 2461-5050 0.54-0.35 Pozitif - (Orta Koruyucu titre)
3 5051-8660 0.34-0.02 Pozitif - (Orta Koruyucu titre)
4 >8661 <0.2 Pozitif - (Yiiksek Koruyucu titre)
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2.2.2. PCRile Viral DNA’nin Belirlenmesi

2.2.2.1. Doku orneklerinden DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu QIAamp DNA Mini Kit’i kullanilarak iiretici firmanin
onerdigi dokudan DNA ekstraksiyon protokoliine gore diizenlendi.

Qiagen ekstraksiyon kitinde bulunan Buffer AW1 ve Buffer AW2 sirasiyla
125 ml ve 160 ml absolut etanol ile dilue edildi. Daha sonra her bir siirliye ait 3-6
hayvandan alinan doku o6rneklerinden (timus, kemik iligi, dalak, karaciger) 50 mg
almarak steril kosullarda havanda homojenize edildi. Homojenattan 25-30 mg
almarak eppendorf tiipe koyuldu. Daha sonra tiipe 180 pl Buffer ATL ve 20 ul
proteinaz K (Vivantis) eklendi ve tiip 56 °C’de doku tamamen lize olana kadar
bekletildi. Lizis sonrasinda tiipe 200 ul Buffer AL eklendi ve 10 dk 70 °C’de
bekletildi. Siire sonunda karigima 230 pl absolut etanol eklendi ve 15 sn vorteks ile
karistirildi. Daha sonra tiip kisa bir siire kapaktaki damlalar1 uzaklagtirmak igin
santrifiij edildi. Eppendorf tiipii icerisindeki karisim, QIAamp spin kolon
yerlestirilmis olan 2 ml toplama tiipiine aktarildi. Toplama tiipii kapagi kapatilip
6000 x g (8000 rpm)’de 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 filtrat1 iceren toplama
tiipti atild1 ve QIAamp spin kolon 2 ml’lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. QIAamp
spin kolona 500 pl Buffer AW1 eklendi ve kapagi kapatilip 6000 x g (8000 rpm)’de
1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras: filtrat: iceren tiip atild1 ve QIAamp spin kolon
2 ml’lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. QIAamp spin kolona 500ul buffer AW2
eklendi ve kapagi kapatilip 20000 x g (14000 rpm)’de 3 dk. santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi filtrat1 i¢eren tiip atild1 ve QIAamp spin kolon 2 ml’lik yeni toplama tiipiine
yerlestirildi daha sonra 14000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Boylece kalan Buffer
AW2 tamamen uzaklastirildi. QIAamp spin kolon 1.5 ml eppendorf tiipiine
yerlestirildi ve tlizerine 60 pl Buffer AE eklendi. Tiip oda 1sisinda 5 dk. inkiibe
edildikten sonra 6000 x g (8000 rpm)’de 1 dk. santrifiij edildi. Bu islemler sonunda
DNA ekstrakti eppendorf tiipiinde toplandi ve bu ekstrakt -20 °C’de muhataza edildi.

Asidan DNA ekstraksiyonu amaciyla, 1,5 ml santrifiij tiipiine 20 pl proteinaz K
(Qiagen) ve phosphate buffer solution (PBS) ile sulandirilmis (3.0 log;o < TCID s/
0.2 ml) liyofilize asidan 200 pl eklendi. Tiip 15 sn vorteks ile karistirildi. Uzerine
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200 ul Buffer AL solusyonu eklenerek 56 °C’de 10 dk. bekletildi. Siire sonunda 230
ul absolut etanol eklendi ve 15 sn vorteksle karistirildi. Karistmdan sonra tiip kisa bir
siire kapaktaki damlalar1 uzaklastirmak i¢in santrifiij edildi. Karisim dokudan DNA
ekstraksiyon protokoliinde oldugu gibi QIAamp spin kolon yerlestirilmis olan 2 ml
toplama tilipline aktarildi. Bundan sonraki asamalarda dokudan DNA ekstraksiyon

protokolii izlendi. Elde edilen ekstraktlar -20 °C’de muhafaza edildi.
2.2.2.2. DNA ekstraktlarinin ¢ogaltilmasi

Elde edilen DNA ekstraktlarinin ¢ogaltilmasi1 amaciyla, bu DNA ekstraktlar
0.2 ml PCR tiiplerinde son konsantrasyonu 50 ul olacak sekilde Cizelge 2.9.’da

miktarlar1 verilen PCR karigimi ile karistirildi.

Cizelge 2.9. PCR karigimin igerigi

Srlll(;a Igerik Miktar konsa?:::asyon
1. 10X PCR Buffer Sul -
2. MgCl, - 1.75 mM
3. 5 mM dNTPs 4l 400 uM
4. 10 pmol/pl Primer F 2.0 ul 10 pmol/ pl
5. 10 pmol/pul Primer R 2.0 ul 10 pmol/ pl
6. Taq Polimeraz (5 U/ pl) 0.25 pl 1.25U
7. H,O 34.75 ul -
8. DNA o6rnegi 2 ul -
Genel toplam 50 pl -

Hazirlanan PCR karigimlarini igeren 0.2 ml’lik PCR tiipleri Cizelge 2.10.” da
detay1 verilen ve daha dnceden programlanmig termal cycler’a (Boeco) yerlestirilerek

CAV DNA ¢ogaltma islemi baglatildi.
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Cizelge 2.10. PCR’ de termal cycler kosullar1 (Y1lmaz ve ark. 2001)

Siklus Asamalari

Primerler Basul angie Denatiirasyon  Baglanma Uzama Son
denatiirasyonu uzama
VP1 (F)
VP1 (R)
94°C 94°C 59°C 72°C 72°C
3 dakika 1 dakika 1 dakika 2 dakika 5 dakika
03 (F)
03 (R) 35 siklus

2.2.2.3. Cogaltilan DNA’larin goriintillenmesi

Cogaltilan CAV DNA’smi goriintiilemek i¢in 7 ul DNA Ornegi ve 2 pl
marker’in her biri ayr1 ayr1 3 pl 6 x loading dye solusyonu ile karistirildi. Daha
onceden hazirlanmis olan ve 10 pl etidyum bromide (10 pg/ml) igeren % 1°lik
agaroz jele otomatik pipet yardimiyla yiiklendi. Ornekle yiiklii jel Tris-Borik asit-
EDTA (TBE) tamponu iceren elektroforez tankina yerlestirildi ve 30 dk boyunca 160
V akimla elektroforez islemine tabi tutuldu. Daha sonra bu jel UV transilluminator
(Ingenius, Syngene Bio Imaging) kullanilarak goriintiilendi. Beklenilen molekiiler
agirlikta olan ve UV 1s1k etkisiyle parlayan bantlar goriintiileme sistemi tarafindan

kaydedildi.
2.3. istatistiki Analizler

Verilerin istatistiki analizlerinde ‘SPSS 13.0° paket programi kullanildi.
Damuzlik yasi ile damizliklarin antikor titresi arasindaki iliski tek yonlii varyans
analiziyle (One Way ANOVA), damizlik yasi ile civcivlere gegcen maternal antikor
diizeyi arasindaki iliski Chi-Square testiyle, asili ve asisiz damizliklarin ortalama
antikor titrelerinin karsilastirilmas1 T testiyle istatistiki olarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuglar X =+ S olarak verildi. Degerlendirme sonucunda p < 0,05 ve

alt1 istatistiki olarak onemli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Broyler damizlik ve ticari broyler siiriilerinde tavuk anemi virilis (chicken
anemia virus-CAV) antikor varhigini aragtirmak amaciyla elde edilen serum
orneklerinde enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ve ticari broyler
stiriilerinden elde edilen doku 6rneklerinde CAV VP1 ve O3 gen varligini arastirmak

amaciyla polymerase chain reaction (PCR) yapildu.

3.1. Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Bulgular

3.1.1. Asih Broyler Damizlik Siiriilerinin ELISA Bulgular

Marmara bdlgesindeki Tavuk infeksiydz anemi (chicken infectious anemia-
CIA) hastaligina kars1 asilanmis 27, 32, 35, 45, 47 ve 54 haftalik broyler damizlik
stiriilerinden elde edilen 120 serum Orneginin ELISA ¢alisma sonuglarina gore 6
broyler damizlik siirliniin tamaminin seropozitif oldugu, bu damizliklardan elde
edilen 120 serumun % 40’1min (48) yiiksek diizeyde koruyucu, % 59.2’sinin (71) orta
diizeyde koruyucu titreye sahip oldugu ve % 0.8’nin (1) de CAV’a kars1 antikor
tasimadigi belirlendi (Cizelge 3.1.).

Farkli yaslardaki damizliklarin ortalama antikor titrelerini karsilastirdigimizda,
en yliksek antikor titresine 27 haftalik damizliklarin, en diisiik antikor titresine 54
haftalik damizliklarin sahip oldugu belirlendi (Cizelge 3.2.). Damizlik yasi ile
antikor titresi arasindaki iliskiyi belirlemek icin yapilan tek yonlii varyans analizi
sonucunda, damizliklarin ortalama antikor titreleri arasindaki fark istatistiki olarak

onemli bulunmadi (Anova, p>0.05).
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Cizelge 3.2. Asili broyler damizlik siiriilerinin ortalama antikor titreleri

Serum

(lz:}:a) () X + S_‘_' Min. Max.
27 20 7164.75 £ 482.02 1470.0 8661.0
32 20 653420 £ 548.76 2129.0 8661.0
35 20 6999.20 £ 468.05 1545.0 8661.0
45 20 643430 £ 503.42 2503.0 8661.0
47 20 6519.75 £ 460.95 3007.0 8661.0
54 20 6137.55 £+ 637.54 999.0 8661.0

Toplam 120 6631.63 =+ 210.37 999.0 8661.0

3.1.2. Asis1z Broyler Damizlik Siiriilerinin ELISA Bulgular

I¢ Anadolu bolgesinde CIA hastaligina kars1 asilanmamis 31, 35, 38, 40, 42 ve
60 haftalik broyler damizlik siiriilerinden elde edilen 98 serum &rneginin ELISA
calisma sonuglarina gore, 6 broyler damizlik siiriiniin tamaminin seropozitif oldugu,
bu damizliklardan elde edilen 98 serumun % 48.6’sinin (48) yliksek diizeyde
koruyucu, % 51.4’niin (50) orta diizeyde koruyucu titreye sahip oldugu belirlendi
(Cizelge 3.3.).

Farkli yaslardaki broyler damizlik siiriilerinin ortalama antikor titreleri
karsilastirildiginda 42 haftalik damizliklarin en yiiksek titreye sahip oldugu 60
haftalik damizliklarin ise en diisiik titreye sahip oldugu belirlendi (Cizelge 3.4.).

Farkli yaslardaki damizliklarin ortalama antikor titreleri arasindaki fark istatistiki

olarak 6nemli bulunmadi (Anova, p>0.05).
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Cizelge 3.4. Asisiz broyler damizlik siiriilerinin ortalama antikor titreleri

Yas Serum

(hafta) (n) T + S Min. Max.
31 18 6966.11 =+ 508.91 3460.00 8661.00
35 17 6310.53 £ 594.75 2337.00 8661.00
38 16 673594 + 59341 2880.00 8661.00
40 16 6139.00 =+ 44327 1540.00 8661.00
42 16 7346.06 =+ 508.22 2880.00 8661.00
60 15 5939.07 =+ 444.77 4112.00 8661.00

Toplam 98 6572.79 + 219.66 1540.00 8661.00

3.13. Asih ve Asisiz Broyler Damizhiklarin Antikor Titrelerinin

Karsilastirilmasi

Tavuk infeksiy6z anemi hastaligina karsi asili ve asisiz damizliklarin ortalama
antikor titreleri karsilastirildiginda her iki grubun da orta koruyucu antikor titresine
sahip oldugu (Cizelge 3.5.) ve iki grup arasindaki farkliligin istatistiki olarak 6nemli

olmadig1 belirlendi (T-test p>0.05).

Cizelge 3.5. Asil1 ve asisiz broyler damizliklarin ortalama antikor titreleri

Broyler Damizhik Serum (n) Y == S
CAYV asili 120 6631.62 + 210.36
CAV asisiz 98 6572.79 + 219.65

3.1.4. Asith Damizliklardan Elde Edilen Ticari Broyler Siiriillerinin ELISA
Bulgular

Asili broyler damizliklarin ticari broyler stiriilerinde maternal antikor seyri ve
antikor varligi incelendiginde, giinliik 24 siirlide ve 1 haftalik 8 siiriide maternal
antikor oranimin % 100 oraninda bulundugu, 2 haftalik 8 siirtide % 9 — 50 arasinda
oldugu, 3 haftalik 8 siiriide bu oraninin % 0 - 11 arasinda oldugu ve maternal antikor
titresinin  koruyucu diizeyde olmadigi, 4 haftalblk 8 siiriinlin % 62.5’inde
(seropozitiflik oran1 % 5-10), 5 haftalik 16 siiriiniin % 93.8’inde (seropozitiflik orani
% 5-94) CAV antikor varligi belirlendi. (Cizelge 3.6., Cizelge 3.7., Cizelge 3.8.).
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Asil1 27 ve 54 haftalik damizliklardan elde edilen 8 ticari broyler siiriiniin haftalara

gore ortalama seropozitiflik oranlar1 Grafik 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Asili 27 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin haftalara gore
seropozitiflik orani

Siirii brll:ioc;ll:r Serum S::&:g Seropozitif Elisa SN SD
no vasi (n) (n) (%) AO
Al Giinliik 23 23 100 0.13 0.06
A2 Ginlik 23 23 100 0.12 0.06
A3 Giinliik 23 23 100 0.11 0.05
A4 Ginlik 22 22 100 0.12 0.04
Toplam 91 91 100
Al 1 haftalik 23 23 100 0.14 0.06
A2 1 haftalik 22 22 100 0.14 0.05
A3 1 haftalik 23 23 100 0.11 0.06
A4 1 haftalik 21 21 100 0.13 0.08
Toplam 89 89 100
Al 2 haftalik 19 9 47 0.55 0.22
A2 2 haftalik 18 2 11 0.71 0.11
A3 2 haftalik 15 7 47 0.66 0.22
A4 2 haftalik 16 2 12.5 0.84 0.22
Toplam 68 20 29
Al 3 haftalik 18 1 5 0.89 0.15
A2 3 haftalik 18 2 11 0.95 0.15
A3 3 haftalik 18 0 0 1.02 0.24
A4 3 haftalik 17 0 0 1.22 0.40
Toplam 73 3 4
Al 4 haftalik 18 0 0 1.20 0.42
A2 4 haftalik 19 2 0 0.95 0.24
A3 4 haftalik 20 2 10 1.01 0.31
A4 4 haftalik 18 1 5 0.89 0.18
Toplam 73 3 4
Al 5 haftalik 19 1 5 0.76 0.08
A2 5 haftalik 19 3 16 0.69 0.10
A3 5 haftalik 19 13 68 0.39 0.31
A4 5 haftalik 18 8 50 0.50 0.31
Toplam 75 25 33

AO: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma,
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Cizelge 3.7. Asili 54 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin haftalara gore
seropozitiflik orani

Siirii b"ll"‘ioc;:i Serum g::::; Seropozitif Elisa SN SD
no yast ) (n) (%) AO (%)
AS Giinliik 23 23 100 0.15 0.08
A6 Giinliik 23 23 100 0.12 0.06
A7 Giinliik 22 22 100 0.18 0.08
A8 Giinliik 22 22 100 0.12 0.05

Toplam 90 90 100
A5 1 haftalik 23 23 100 0.11 0.05
A6 1 haftalik 23 23 100 0.16 0.06
A7 1 haftalik 22 22 100 0.15 0.06
A8 1 haftalik 23 23 100 0.17 0.05
Toplam 91 91 100
AS 2 haftalik 18 9 50 0.69 0.25
A6 2 haftalik 20 2 10 0.83 0.19
A7 2 haftalik 21 2 9 0.74 0.10
A8 2 haftalik 21 4 19 0.74 0.15
Toplam 80 17 21
A5 3 haftalik 20 1 5 0.86 0.09
A6 3 haftalik 18 0 0 0.76 0.10
A7 3 haftalik 16 0 0 0.79 0.10
A8 3 haftalik 19 1 5 0.84 0.08
Toplam 73 2 3
AS 4 haftalik 20 1 5 0.82 0.10
A6 4 haftalik 18 0 0 0.95 0.05
A7 4 haftalik 18 1 5 0.90 0.08
A8 4 haftalik 16 1 6 0.77 0.18
Toplam 70 4 6
A5 5 haftalik 12 1 8 0.80 0.15
A6 5 haftalik 16 1 6 0.77 0.09
A7 5 haftalik 14 2 14 0.69 0.10
A8 5 haftalik 17 16 94 0.20 0.14
Toplam 61 19 31

AO: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma,
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Cizelge 3.8. Asil1 32, 35, 45 ve 47 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin giinliik
ve 5 haftalik seropozitiflik orani

sirg  PAmwhk - Tieari g Pozitif  Seropozitif 53 SD
o yas broyler (n) (n) (%) SN
(hafta) yasi AO
A9 32 Giinliik 23 23 100 0.11 0.05
Al0 32 Giinliik 22 22 100 0.12 0.07
All 32 Ginlik 23 23 100 0.13 0.05
Al2 32 Giinliik 22 22 100 0.11 0.05
Toplam 90 90 100
A9 32 5 haftalik 17 11 65 0.40 0.14
A10 32 5 haftalik 18 10 55 0.49 0.15
All 32 5 haftalik - - - -
Al2 32 5 haftalik - - - -
Toplam 35 21 60
Al3 35 Gilinlik 23 23 100 0.10 0.04
Al4 35 Giinliik 22 22 100 0.12 0.06
AlS 35 Ginlik 22 22 100 0.12 0.07
Al6 35 Gilinlik 23 23 100 0.12 0.06
Toplam 90 90 100
Al3 35 5 haftalik 13 5 38 0.54 0.17
Al4 35 5 haftalik 20 15 75 0.42 0.08
Al5 35 5 haftalik - - - -
Al6 35 5 haftalik - - - -
Toplam 33 20 61
Al7 45 Glnliik 22 22 100 0.11 0.05
Al8 45 Giinliik 22 22 100 0.13 0.07
Al19 45 Giinliik 23 23 100 0.13 0.06
A20 45 Ginliik 23 23 100 0.12 0.06
Toplam 90 90 100
Al7 45 5 haftalik 17 2 12 0.79 0.17
Al8 45 5 haftalik 17 0 0 0.75 0.16
Al19 45 5 haftalik - - - -
A20 45 5 haftalik - - - -
Toplam 34 2 6
A21 47 Giinliik 23 23 100 0.11  0.03
A22 47 Giinliik 23 23 100 0.12  0.07
A23 47 Giinliik 21 21 100 0.12  0.05
A24 47 Giunlik 23 23 100 0.13  0.05
Toplam 90 90 100
A21 47 5 haftalik 19 13 68 041 0.12
A22 47 5 haftalik 17 12 71 045 0.14
A23 47 5 haftalik - - - -
A24 47 5 haftalik - - - -
Toplam 36 25 69

- : Ornekleme yapilmadi, AO: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma
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Grafik 3.1. Asil1 27 ve 54 haftalik damizliklarn ticari broyler siiriilerinin haftalara goére
ortalama seropozitiflik oranlari

100

90 |
80 |
70 |
60 |
50 | =4=127D8B

40 | =~ 5408
30 |

20 |
10 |

Seropozitiflik { %)

0
Ogun  lhafta 2hafta  3hafta  4.hafta  S.hafta

27DB: 27 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriileri
54DB: 54 haftalik damizliklarin ticari broyler stiriileri

Damizlik yasi ile civcivlere gegen maternal antikor diizeyi arasindaki iliski
incelendiginde, 27 haftalik damizliklardan elde edilen 91 adet giinliikk civeivin
% 92’sinin (84) yiiksek titreye, % 8’inin (7) diisiik titreye sahip oldugu, 54 haftalik
damizliklardan elde edilen 90 adet giinliik civcivin % 66.6’smin (59) yiiksek titreye,
% 34.4Uniin (31) distk titreye sahip oldugu belirlendi (Cizelge 3.9.). Bu fark
istatistiki olarak onemli bulundu (Chi-Square, p<0.05).

Cizelge 3.9. Asili damizliklardan elde edilen giinliik civcivlerin maternal antikor
koruyuculuk diizeyleri

Damizhk 0 grup’ 1 grup” 2grup” Toplam
yasi (m) (%) () (%) (n) (%) @m (%)
27 0o o0 7 184 84 5350 91 5028
54 0O 0 31 816 59 4650 90 49.72
Toplam 0o 0 38 100 157 100 181 100

" Negatif ~ Diisiik titre ~ Yiiksek titre
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3.1.5. Asisiz Damizhiklardan Elde Edilen Ticari Broyler Siiriilerinin ELISA
Bulgular

Asisiz 40 ile 60 haftalik damizliklardan elde edilen toplam 8 ticari broyler
stiriisiiniin giinliik civcivlerinden alinan 162 serum 6rneginde sirastyla % 98 (78/80)
ve % 100 (81/81) oraninda maternal antikor varligi belirlendi. Bu siiriilerin antikor
seyri incelendiginde; 2 haftalikken % 5 - 60, 3 haftalikken % 5 — 15 arasinda bir
seropozitiflik oranina sahip olduklar1 ve 5 haftalikken siiriilerin seronegatif oldugu
belirlendi (Cizelge 3.10., Cizelge 3.11.) Bu 8 ticari broyler siiriiniin haftalara gore

ortalama seropozitiflik oranlar1 Grafik 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.10. Asisiz 40 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin haftalara gore
seropozitiflik orani

Elisa

Siirii Ticari broyler Serum Pozitif Seropozitif SD
No yasi ™ m (%) o
AO

B1 Giinliik 20 20 100 0.09 0.08

B2 Giinliik 20 20 100 0.10 0.09

B3 Gilinlik 20 20 100 0.07 0.06

B4 Giinliik 21 21 100 0.11 0.18
Toplam 81 81 100

B1 2 haftalik 20 6 30 0.65 0.28

B2 2 haftalik 20 4 20 0.85 0.19

B3 2 haftalik 20 12 60 0.55 0.17

B4 2 haftalik 21 3 15 0.71 0.14
Toplam 81 25 31

B1 3 haftalik 20 2 10 0.83 0.16

B2 3 haftalik 20 2 10 0.85 0.17

B3 3 haftalik 20 2 10 0.88 0.29

B4 3 haftalik 20 1 5 0.88 0.19
Toplam 80 7 8

B1 5 haftalik 20 0 0 1.03 0.09

B2 5 haftalhik 20 0 0 1.07 0.12

B3 5 haftalik 20 0 0 0.96 0.20

B4 5 haftalhik 20 0 0 1.00 0.30
Toplam 80 1 0

- : Ornekleme yapilmadi, AQ: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma,
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Cizelge 3.11. Asisiz 60 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin haftalara gore
seropozitiflik orani

Siiri b{‘;;& Se(l;ll;m P(Elzli)tif Ser(()g;o)zitif Blisa SN SD

()

no yasi

B5 Giinliik 20 20 100 0.15 0.05
B6 Giinliik 20 20 100 0.25 0.09
B7 Giinliik 19 18 90 0.21 0.08
B8 Giinliik 21 20 95 0.15 0.06

Toplam 80 78 98
BS 2 haftalik 20 7 35 0.67 0.26
B6 2 haftalik 20 2 10 0.77 0.18
B7 2 haftalik 20 1 5 0.82 0.15
B8 2 haftalik 19 7 37 0.60 0.20

Toplam 79 17 21
BS 3 haftalik 20 1 5 0.88 0.19
B6 3 haftalik 20 1 5 0.79 0.17
B7 3 haftalik 20 1 5 0.90 0.19
B8 3 haftalik 20 3 15 0.88 0.21

Toplam 80 6 7
B5 5 haftalik 20 0 0 1.07 0.08
B6 5 haftalik 20 0 0 1.05 0.10
B7 5 haftalik 20 0 0 1.09 0.06
B8 5 haftalik 20 0 0 1.06 0.05

Toplam 80 0 0
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Grafik 3.2. Asisiz 40 ve 60 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriilerinin haftalara gére
ortalama seropozitiflik oranlari
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40DB: 40 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriileri
60DB: 60 haftalik damizliklarin ticari broyler siiriileri

Damizlik yas1 ile civcivlere gegen maternal antikor titresi arasinda iligki
incelendiginde 40 haftalik damizliklardan elde edilen 81 adet giinliik civcivin
% 87.6’nin (71) yiiksek titreye, % 22.4’niin (10) diisiik titreye sahip oldugu, 60
haftalik damizliklardan elde edilen 80 adet giinliik civcivin % 73.7’nin (59) yiiksek
titreye, % 26.3’niin (21) dusiik titreye sahip oldugu belirlendi (Cizelge 3.12.). Bu
fark istatistiki olarak 6nemli bulunmadi (Chi-Square, p>0.05).

Cizelge 3.12. Asisiz damizliklardan elde edilen giinliik civcivlerin maternal antikor
koruyuculuk diizeyleri

Damizhk 0 grup® 1 grup** 2 grup*** Toplam
yasi m (%) @ (%) () (o) (m) (%0)
40 hafta 0 0 10 34.48 71 54.62 81 50.31
60 hafta 0 0 21 67.74 59 45.38 80 49.69
Toplam 0 0 31 100 130 100 161 100

"Negatif ~ Diisiik titre ~ Yiiksek titre
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3.2. PCR Bulgulan

3.2.1. Asith Damizhiklardan Elde Edilen Ticari Broyler Siiriilerinin PCR
Bulgulan

Marmara bolgesinde bulunan, asili 27, 32, 35, 45, 47 ve 54 haftalik broyler
damuzlik siiriilerinden elde edilen 24 ticari broyler siirtiden alinan doku 6rneklerinde
VP1 (675bp) ve O3 (387bp) gen primer setleri kullanilarak yapilan PCR sonucunda;
giinliik, 1 ve 2 haftalik siiriilerde CAV DNA’s1 belirlenmezken, 3 haftalik 2 ticari
broyler siiriide (A3, A8) VP1 geni (Sekil 2.1.) ve O3 geni (Sekil 2.4.), 4 haftalik 3
ticari broyler siirede (A3, A4, A8) VP1 geni (Sekil 2.2.) ve O3 geni (Sekil 2.5.) ve 5
haftalik 6 ticari broyler siiriide (A3, A4, A8, A9, A21, A22) VP1 geni (Sekil 2.2.,
Sekil 2.3.) ve O3 geni (Sekil 2.5., Sekil 2.6.) belirlendi.

3.2.2. Asis1iz Damizlhiklardan Elde Edilen Ticari Broyler Siiriillerinin PCR
Bulgular

I¢ Anadolu bolgesinde CIA hastaligina karsi asilanmamis 40 ile 60 haftalik
broyler damizliklarin 8 ticari broyler siiriisiinden giinliik, 2, 3, ve 5 haftalikken alinan
doku orneklerinde VP1 (675bp) ve O3 (387bp) gen primer setleri kullanilarak
yapilan PCR sonucunda VP1 ve O3 genleri belirlenmedi.

3.2.3. VP1 ve O3 Gen Primerleri Kullamlarak Yapilan PCR Sonug¢larinin

Karsilastirilmasi

Marmara ve I¢ Anadolu bolgesindeki ticari broyler siiriilerinden elde edilen
doku homejanatlarinda CAV genlerinin belirlenmesi amaciyla VP1 ve O3 primer
setleri kullanilarak yapilan PCR sonucunda her iki primer seti arasinda farklilik
belirlenmemistir. Her iki primer setiyle de Marmara bolgesinde 6rnekleme yapilan 6
ticari broyler siiriisiinde CAV VP1 ve O3 genleri belirlenirken I¢ Anadolu bélgesinde
ornekleme yapilan ticari broyler siiriilerinde CAV VP1 ve O3 genlerinin varhigi

belirlenmemistir.
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9 10 11 12 13 14 15 16 M

Sekil 3.1. Asili 27 ve 54 haftalik damizliklarin 2 ve 3 haftalik ticari broyler siiriilerinden
alinan doku 6rneklerinde CAV VP1 gen varligi. M: 100bp DNA size marker, N: negatif kontrol,
P: pozitif kontrol, 1, 2, 3, 4: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla A1, A2, A3, A4 nolu 2 haftalik ticari
broyler siiriileri, 5, 6, 7, 8: 54 haftalik damizliklarin sirastyla AS, A6, A7, A8 nolu 2 haftalik ticari
broyler siiriileri, 9, 10, 11, 12: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla A1, A2, A3, A4 nolu 3 haftalik ticari
broyler siiriileri, 13, 14, 15, 16: 54 haftalik damizliklarin sirasiyla A5, A6, A7, A8 nolu 3 haftalik
ticari broyler siiriileri.

T00bp

G0 bp
500 by S00bp
400 by 400 bp
00 by 300bp
200by 200bp
100 bp 100 bp

Sekil 3.2. Asili 27 ve 54 haftalik damizliklarin 4 ve 5 haftalik ticari broyler siiriilerinden
alman doku orneklerinde CAV VP1 gen varligi. M: 100bp DNA size marker, N: negatif
kontrol, P: pozitif kontrol, 1, 2, 3, 4: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla Al, A2, A3, A4 nolu 4
haftalik ticari broyler siiriileri, 5, 6, 7, 8: 54 haftalik damizliklarin sirasiyla A5, A6, A7, A8 nolu 4
haftalik ticari broyler siiriileri, 9, 10, 11, 12: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla A1, A2, A3, A4 nolu 5
haftalik ticari broyler siiriileri, 13, 14, 15, 16: 54 haftalik damizliklarin sirasiyla AS, A6, A7, A8 nolu
5 haftalik ticari broyler siirtileri.
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00 bp
GO0 bp
S00 bp
400 bp
300 byp

200bp

100bp

Sekil 3.3. Asili 32, 35, 45 ve 47 haftalik damizliklarin 5 haftalik ticari broyler
stiriilerinden aliman doku 6rneklerinde CAV VP1 gen varligi. M: 100bp DNA size marker,
N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol, 1, 2: 32 haftalik damizliklarin sirasiyla A9, A10 ticari broyler
siiriileri, 3, 4: 35 haftalik agili damizliklarin sirasiyla A13, A14 nolu ticari broyler siiriileri, 5, 6: 45
haftalik asili damizliklarin sirastyla A17, A18 nolu ticari broyler siiriileri, 7, 8: 47 haftalik asilt
damuzliklarin sirastyla A21, A22 nolu ticari broyler siiriileri.

9 10 11 12 13 14 15 16 M

Sekil 3.4. Asili 27 ve 54 haftalik damizliklarin 2 ve 3 haftalik ticari broyler
stiriilerinden alinan doku o6rneklerinde CAV O3 gen varligi. M: 100bp DNA size marker,
N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol, 1, 2, 3, 4: 27 haftalik damizliklarin sirastyla Al, A2, A3, A4
nolu 2 haftalik ticari broyler siiriileri, 5, 6, 7, 8: 54 haftalik damizliklarin sirastyla A5, A6, A7, A8
nolu 2 haftalik ticari broyler siirtileri, 9, 10, 11, 12: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla Al, A2, A3, A4
nolu 3 haftalik ticari broyler siiriileri, 13, 14, 15, 16: 54 haftalik damizliklarin sirastyla AS, A6, A7,
A8 nolu 3 haftalik ticari broyler siiriileri.
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SRRSERSE RTINS 120 13 14 15 16 M

400bp
300bp
200bp

100bp

Sekil 3.5. Asili 27 ve 54 haftalik damizliklarin 4 ve 5 haftalik ticari broyler
stiriilerinden alinan doku orneklerinde CAV O3 gen varligi. M: 100bp DNA size marker,
N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol, 1, 2, 3, 4: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla Al, A2, A3, A4
nolu 4 haftalik ticari broyler siriileri, 5, 6, 7, 8: 54 haftalik damizliklarin sirastyla A5, A6, A7, A8
nolu 4 haftalik ticari broyler siirileri, 9, 10, 11, 12: 27 haftalik damizliklarin sirasiyla Al, A2, A3, A4
nolu 5 haftalik ticari broyler siiriileri, 13, 14, 15, 16: 54 haftalik damizliklarin sirastyla AS, A6, A7,
A8 nolu 5 haftalik ticari broyler siiriileri.

ANt bp
A bp
200 bp
10xlsps

Sekil 3.6. Asili 32, 35, 45 ve 47 haftalik damizliklarin 5 haftalik ticari broyler
stirilerinden alinan doku orneklerinde CAV O3 gen varligi. M: 100bp DNA size marker,
N: negatif kontrol, P: pozitif kontrol, 1, 2: 32 haftalik damizliklarin sirasiyla A9 ve A10 nolu ticari
broyler siiriileri, 3, 4: 35 haftalik damizliklarin sirastyla A13 ve A14 nolu ticari broyler siiriileri, 5, 6:
45 haftalik damizliklarin sirasiyla A17 ve Al18 nolu ticari broyler siiriileri 7, 8: 47 haftalik
damuzliklarin sirasiyla A21 ve A22 nolu ticari broyler siiriileri.
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4. TARTISMA VE SONUC

Tavuk infeksiydz anemi (chicken infectious anemia-CIA) hastaligi biitiin yas
gruplarindaki tavuklarda goriilse de, vertikal bulasmaya bagli olarak ozellikle
civcivlerde klinik belirtilerin gdzlendigi immiinosupresif viral bir hastaliktir. Iimmun
sistemin gelismesine bagli olarak 3-4 haftaliktan biiyiik tavuklarda CIA hastalig
subklinik seyretmesine ragmen immiinosupresif bir baska hastalik varliginda klinik
hastalik tablosu goriilebilir. CIA’nin immiinosupresif bir hastalik olmasi nedeniyle
bakteriyel, viral ve fungal sekonder patojenlere bagli hastaliklar i¢in hazirlayici
olmaktadir. Sekonder enfeksiyonlarin varliginda hastaligin tanis1 daha da
zorlagmaktadir. CIA hastaligina kars1 6 haftalik yastan 6nce uygulanacak bir aginin
bulunmamasi sebebiyle, civcivlerin hastaliktan korunmasinda maternal antikor
varligi onemlidir. Bu amagla civcivlere koruyucu diizeyde maternal antikor gegisi

icin damizliklarin yeterli titrede antikora sahip olmalar1 gereklidir.

Bu tez ¢alismasinda CIA hastalifina kars1 asili ve asisiz farkli yaglardaki
broyler damizlik stiriilerinde CAV antikor varligi, damizlik yasinin damizlik antikor
titresi ve civcivlere gecen maternal antikor diizeyi lizerine etkisi, ticari broyler

stiriilerinde maternal antikor seyri, antikor ve CAV DNA varlig1 arastirildi.

Calismada asilt ve asisiz 12 broyler damizlik siiriisiiniin tamami (% 100)
seropozitif belirlenirken, siiriilerde seropozitiflik oraninin % 95-100 arasinda
degistigi belirlendi. Asili damizliklardan elde edilen serumlarin (120 adet) % 99.2°si
ve asisiz damizliklardan elde edilen serumlarin (98 adet) % 100’ seropozitif
saptand1. Asili broyler damizlik siiriilerde seropozitiflik beklenen bir sonugken, asisiz
broyler damizlik siiriilerde belirlenen seropozitiflik, bu siiriilerin hayatlarmin bir
doneminde CAV ile enfekte oldugunu gostermektedir. Asisiz damizliklarin giinliik
civcivlerinden elde edilen doku drneklerinde CAV spesifik genlerin belirlenmemesi,
bu asisiz damizliklarin 6rnekleme yapilan donemden daha 6nce CAV ile enfekte

oldugunu gostermektedir.
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Bu aragtirmada broyler damizliklarda CAV antikor varligmi arastirmak ig¢in
yapilan calismalar sonucunda belirlenen seropozitif siirii oranlar1 Yuasa ve ark.
(1985), McNulty ve ark. (1988), Goodwin ve ark. (1990), Lucio ve ark. (1990), Dren
ve ark. (1996), Zhou ve ark. (1996), Ergiin ve ark. (1998), Brentano ve ark. (2000),
Canal ve ark. (2004), Tiirkyilmaz ve Misirhioglu (2004) ile Hadimli ve ark.
(2008)’nin belirledikleri seropozitif siirii oranlartyla uyumlu bulunmustur. Goodwin
ve ark. (1990), Dren ve ark. (1996), Zhou ve ark. (1996), Ergiin ve ark. (1998), Canal
ve ark. (2004)’nin asisiz damizlik siiriilerde belirledikleri serum pozitiflik oranlari
(% 62-73) ve siriilerdeki seropozitiflik oranlari (% 0-100) ise bu ¢alismada elde
edilen sonuglardan farkli bulunmustur. Bu farkliligin seropozitiflik oranlar1 diisiik
stiriilerin CAV ile yeni enfekte olmasiyla iligkili olabilecegi buna bagli olarak siiriide
serokonversiyonun arastiricilarin ornekleme yaptigi donemde tam olugmamasindan

kaynaklandig: diistintildii.

Aragtirmada asili ve asisiz broyler damizlik siiriilerinin ortalama antikor
titrelerini  karsilastirmak i¢in yapilan calismalar sonucunda iki grubun ortalama
antikor titreleri ve koruyuculuk diizeyleri arasinda istatistiki olarak bir fark olmadigi
belirlendi. Bu durum asilama ve CAV’1in bulagmasi1 sonucu olusan antikor titreleri
arasinda bir fark olmadigini gdstermistir. Elde edilen sonuglar Voss’un (2000) elde
ettigi sonuglarla uyusurken, Canal ve ark. (2004)’nin asili damizliklarin % 99’unun,
asisiz damizliklarin % 52’°sinin  koruyucu antikor titresine sahip oldugunu
bildirdikleri ¢alisma sonuclarindan farklilik gostermistir. Bu farklilik, konak, etken
ve ¢evre gibi pek ¢ok farkliliktan kaynaklanabilir. Arastiricilarda bu durumu saha
enfeksiyonunun olusan antikor diizeyinde g¢esitlilik olusturabilecegini bildirerek

acgiklamuslardir.

Bu aragtirmada damizlik yasi ile antikor titresi arasindaki iliskiyi belirlemek
icin yapilan ELISA caligmalar1 sonucunda asili ve asisiz broyler damizliklarin her
ikisinde de en yasli damizlik siiriilerin en diisiik antikor titre ortalamasina sahip
oldugu fakat istatistiki olarak gruplar arasindaki farkin énemli olmadig1 saptandi.
Ayrica seropozitif belirlenen broyler damizliklarda CAV antikorlarimin 60

haftalikken bile koruyucu diizeyde oldugu belirlendi. Elde ettigimiz sonuglar
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damizlik yasinin artmasiyla antikor titresinin azalabilecegini fakat bu azalmanin ¢ok
onemli olmadigin gostermistir. Bu sonuglar Otaki ve ark. (1991), Hoop (1992), Imai
ve ark. (1993), Pages ve ark. (1997), Cardona ve ark. (2000a), Canal ve ark. (2004),
ile Owoade ve ark. (2004) ’nin belirledikleri g¢alisma sonuglariyla benzerlik

gostermektedir.

Calismada 27 haftalik asili broyler damizliklardan elde edilen civcivlerin
% 92’sinin, 54 haftalik agil1 broyler damizliklardan elde edilen civcivlerin % 66’sinin
ylksek koruyucu maternal antikor titresine sahip oldugu ve iki grup arasindaki farkin
istatistiki olarak onemli oldugu belirlendi. Asisiz broyler damizliklardan elde edilen
civcivlerin maternal antikor titresi arasindaki farkin ise istatistiki olarak Onemli
olmadig1 saptandi. Bu sonuglar Pages ve ark. (1997)’nin CIA hastaligina karst 20
haftalikken asilanmis bir damizlik siiriiden 30, 40, 50 ve 60 haftalik yagslarda elde
edilen giinliik civcivlerde CAV maternal antikor titresinin damizlik yasinin
artmastyla azalsa da hastaliga kars1 koruyucu diizeyde oldugunu saptadiklar1 ¢alisma

sonuglariyla uyumlu bulundu.

Bu aragtirmada asili ve asisiz broyler damizliklardan elde edilen ticari broyler
stiriilerinde CAV maternal antikor varligini ve seyrini belirlemek i¢in yapilan ELISA
calismalar1 sonucunda, giinlik ve 1 haftalik siiriilerde (% 98 — 100 oraninda)
koruyucu diizeyde antikor saptandi. Iki haftaliktan sonra maternal antikor varhiginin
hizla azaldig1 (% 5 - 60) ve 3 haftalikken maternal antikorlarin koruyucu diizeyde
olmadigir (% 0 - 15 ) belirlendi. Bu arastirmada belirlenen maternal antikorlarin
varhig1 ve seyri Otaki ve ark. (1992) ve Roussan (2006)’nin ¢alisma sonuglariyla
uyumlu bulunurken, Yuasa (1980a), McNulty ve ark. (1988), Pages ve ark. (1997),
Kapetanov ve ark. (2003), Sommer ve Cardona (2003)’nin maternal antikor
varliginin ve koruyuculugun 3-4 haftalia kadar devam edebilecegini bildirdikleri
calisma sonuglarindan farklilik gostermistir. Bu farklilik arastiricilarin 6rnekleme
yaptiklar1 damizliklarin antikor titrelerinin yiiksek olmasiyla veya kullandiklar1 test

yontemiyle iligkili olabilir.
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Calismada, Marmara bdlgesinde bulunan asili broyler damizliklardan elde
edilen 4 haftalik 8 ticari broyler siirliniin % 62.5’inde (siiriilerde seropozitiflik oram
% 5-10 arasinda), 5 haftalik 16 ticari broyler siiriniin % 93.8’inde (siiriilerde
seropozitiflik oran1 % 5-94 arasinda) antikor varligi ELISA ile tespit edildi. CAV
DNA varligimmi belirlemek icin yapilan PCR sonucunda asili damizliklarin ticari
broyler siiriilerinde giinliik, 1 ve 2 haftalikken CAV DNA’s1 belirlenmezken, 3
haftalik 8 ticari broyler siirliniin % 25’inde, 4 haftalik 8 ticari broyler siiriiniin
% 37.5’inde, 5 haftalik 16 ticari broyler siirliniin % 37.5’inde CAV VP1 ve O3
genleri belirlendi. Bu sonuglarin, Tiirkyilmaz ve Misirlioglu (2004), Yilmaz ve ark.
(1999, 2001)’nin Marmara bolgesindeki stiriillerde CAV bulagsmasini belirledikleri
calisma sonuclariyla uyumlu oldugu belirlendi ve Marmara bolgesinde 6rnekleme
yapilan siiriilerin CAV ile enfekte oldugu sonucuna varildi. Bu bulagma saha
suslartyla veya bolgede uygulanan CAV as1 susuyla iligkili olabilir. Bu durumun
belirlenmesi i¢in sahadan izole edilen CAV suslarinin tiplendirilmesi ve CAV as1
suslariyla iligkisinin arastirilmasi gereklidir. Bu c¢alismanin sonuglarina gére CAV
VPI1 ve O3 genlerinin 3 haftaliktan sonra belirlenmesinin maternal antikorlarin
azalmasiyla iliskili oldugu saptandi. I¢ Anadolu bdlgesindeki asisiz damizliklardan
elde edilen 8 ticari broyler siiriide 3, 4 ve 5 haftalikken CAV antikorlar1 ve CAV
DNA’s1 tespit edilmedi. Bu sonuglara gore I¢ Anadolu bdlgesinde drnekleme yapilan

ticari broyler siirtilerinin CAV ile enfekte olmadig1 sonucuna varildi.

Bu aragtirmada giinliik, 1 ve 2 haftalik ticari broyler siiriilerinde maternal
antikor varligi belirlenirken, CAV DNA varlig1 belirlenmedi. Bu sonug¢ Yuasa ve ark.
(1983), Hoop (1992), Davidson ve ark. (2004) sonuglariyla uyumlu bulunurken,
Cardona ve ark. (2000a,b), Sommer ve Cardona (2003), Brenteno ve ark. (2004)
sonuglariyla farklilik gostermistir. Cardona ve ark. (2000a,b), Sommer ve Cardona
(2003), Brenteno ve ark. (2004) asili veya asisiz seropozitif damizliklardan elde
edilen giinliik, 1 haftalik ve 2 haftalik ticari broyler siiriilerinde hem maternal antikor
hemde viriis varligini belirlediklerini bildirmislerdir. Arastiricilar bu durumu viriisiin
ozellikle damizliklarin {ireme organlarinda latent halde bulunmasiyla veya konak

hiicre genomuna viral DNA’nin entegre olmasiyla agiklamislardir. Bu bilgiler
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Marmara bolgesindeki asili damizliklarda as1 susunun latent halde bulunmasina bagl
olarak civcivlere CAV’in gecebilecegini fakat yiiksek maternal antikor titresi
sebebiyle viriisiin ¢ogalamayacagini, maternal antikor titresin azalmasiyla 3 haftadan
itibaren viriisiin cogalmaya baglayabilecegini ve tesbit edilebilecegini diisiindiirebilir.
Fakat I¢ Anadolu bélgesindeki CAV seropozitif asisiz damizliklarin ticari broyler
stiriilerinde CAV antikor ve spesifik genlerinin belirlenmemesi ayrica Cardona ve
ark. (2000a,b), Sommer ve Cardona (2003), Brenteno ve ark. (2004)’nin maternal
antikor varliginda bile CAV varligmi belirlediklerini bildirmesi bu diislinceyi

desteklememektedir.

Bu aragtirmada CAV DNA’smi belirlemek i¢in 32 ticari broyler siiriisiinden
belirli araliklarla alinan doku oOrneklerinden elde edilen 104 doku homojenatinda
VP1F/VPIR ve O3F/O3R primerleri kullanarak yapilan PCR ¢aligma sonucunda her
iki primerle de elde edilen sonuglarin (11 pozitif, 93 negatif) ayn1 oldugu belirlendi.
Bu sonu¢ Nogueira ve ark. (2005) ve Kumar’ 1n (2007) bildirdigi sonug¢lardan farkl

bulunmustur. Bu farklilik se¢ilen primerler ve/veya viriis susuyla iliskili olabilir.

Yapilan bu tez sonucunda, hem asili hemde asisiz broyler damizlik siiriilerinde
CAV antikorlarmin belirlendigi ve uzun siire koruma sagladigi (en az 60 hafta)
saptandi. Asili ve asisiz broyler damizlik siiriilerde antikor titresi arasinda énemli bir
farkin olmadigi, damizlik yasinin artmasiyla antikor titresinde azda olsa bir diisiisiin
gbzlendigi ve buna bagli olarak civcivlere gegcen maternal antikor titresinin de
azalabilecegi tespit edildi. Civcivlere gegen maternal antikorlarin 2 haftaliga kadar
koruyucu diizeyde oldugu fakat bu korumanin bittigi 3. haftada ticari broyler
stiriilerinde CAV genlerinin, 4-5. haftada ise hem CAV antikorlarinin hem de CAV
genlerinin belirlendigi saptandi. Ayrica tavuklarda CAV DNA varligini arastirmak
icin kullanilan VP1 ve O3 gen primerlerinin her ikisinde de ayni sonucun elde

edildigi belirlendi.

Elde edilen giincel bilgiler 1s18inda CIA hastaligindan koruma ve kontrol igin,
damizliklarin yumurtlama déneminden en az 3-4 hafta dnce CAV seropozitiflik

durumu kontrol edilmelidir. Bu arastirma sonucuna gore maternal antikorlarin
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azalmasina bagli olarak tavuk siiriileri 3 haftaliktan itibaren CAV ile enfekte olabilir.
Bu durumda bir¢ok damizlik siirliniin de yumurtlama periyodu Oncesi, hatta
asilamanin yapilacagi 6. haftadan once seropozitif olacagi dikkate alinmali ve bu
stiriilerde as1 uygulamasi yapilmamalidir. Ancak siiriilerde yumurtlama periyodundan
3-4 hafta Once seronegatiflik belirlenirse siiriiler asilanarak seropozitiflik
saglanmalidir. Seropozitif bir siirii uzun bir siire koruyucu antikor titresine sahip

olacaktir ve civcivlerine koruyucu diizeyde maternal antikor aktaracaktir.

Tavuk infeksiy6z anemi hastaliginin eradikasyonu i¢in viriisle ilgili daha fazla
veri saglanarak, hastalifin kontrol stratejileri gelistirilmelidir. Bu amagla CIA
hastaliginda latent ya da herediter bulasma detayli olarak incelenmeli ayrica CAV
varlig1 belirlenen siiriilerden elde edilen CAV suslarinin molekiiler tiplendirilmesi
icin yeni c¢alismalar yapilmali ve bu suslarin CAV ticari as1 suslariyla iligkisi

arastirilmalidir.
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