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ONSOZ

Infeksiydz Bronsitis (IB), tiim diinyada yaygin olarak goriilen, akut seyirli ve
bulasicti  bir  viral  hastaliktir.  Coronoviridae  familyasinda  bulunan
Gammacoronavirus’lerden Infeksiydz Bronsitis Viriisii (IBV), tavuklarda belirgin
solunum sistemi semptomlar1 yaratir ayrica nefropatojenik suslar1 bobreklerde
nefritise neden olur. Ozellikle yumurtac1 ve damizliklarda ovidukt infeksiyonlari
meydana getirerek yumurta veriminde diisme, yumurta i¢c ve dis kalitesinde
bozulmalar ve kulugka performansinda diisme goriiliir. Hastalik broyler siiriilerde
mortalitede artis ve yemden yararlanmada azalma ile 1skarta karkas oraninda artisa
neden olarak tavukculuk sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplar yaratir. Yogun
asilamalara ragmen sahada farkli IB viriislerinin bulunmasi, as1 suslariyla bolgesel
varyant suslar arasinda ¢apraz koruma saglanamamasi ve viriisiin yliksek mutasyon
kabiliyeti virlisle miicadeleyi zorlastirmaktadir. Giiniimiizde tim diinyada IB
infeksiyonlar1 yaygin olarak bulunmaktadir. Bu durum cografik bdlgelere gore
degisiklik gdsteren varyant suslara yonelik asi1 programlarinin olusturulmasi veya

yeni agilarin iiretiminin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Kiimeslerin kontroliinde siirii takibi amagli ve/veya as1 titrelerinin
belirlenmesinde serolojik yontemler uygulanmaya devam etmektedir ancak IBV
suslarinin teshis ve tiplendirilmesinde serolojik yontemler yerini giliniimiizde

genotiplendirmeye dayalt metotlara birakmustir.

Ulkemizde tavukculuk yapilan her bolgede IB karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
calismada Tiirkiye’nin broyler yetistiriciligi yapilan tiim bolgelerinden 6rneklemeler
yapilarak, silipheli materyallerden IB’nin varligi tek basamakli nested-RT-PCR
yontemi ile ortaya konulup, tespit edilen viriislerin genetik materyalleri dizilendirilip
molekiiler olarak tiplendirilerek tilkemize ait varyant viriis suslarinin varligini ortaya

koymak amaglanmustir.
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1. GIRIS

Infeksiydz Bronsitis Viriisii (IBV), evcil kanathlarin daha ¢ok tavuklarmn
Coronaviriisli olarak bilinir. Diinya ¢apinda kanath endiistrisinde ekonomik kayba
neden olan hastaliklardan birisidir. Tavuklar en 6nemli dogal konakgisidir ve her
yastan tavuk etkilenmektedir. Ozellikle et¢i, yumurtact ve damizlik tavuklarda
solunum sistemi infeksiyonlari, yumurta verim kayiplari, oviduktta fonksiyon
bozukluklarina bagli yumurta kalitesinde bozulmalara ve bobrek hasarina baglh
Olumlere sebep olmaktadir (Cavanagh, 2005; Sareyyiipoglu, 2012; Sumi ve ark.,
2012).

Hastalik, broylerlerde yavas biiyiime performansi ve yiliksek mortaliteye,
damizlik ve yumurtacilarda yumurta veriminde diisiislere, renal hasara bagli kayiplar
ile tiim iiretim sekillerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Infeksiydz bronsitis (IB)
infeksiyonunun negatif etkisinden asilama ve biyogiivenlik uygulamalarina uyarak

korunmak miimkiindiir (Anonim).

Viriis iist solunum sistemi epiteli diginda alt solunum yollarindaki dokular,
sindirim sistemi, sekal tonsiller, bursa Fabrisius, ovidukt, testis ve bobrek gibi
organlar1 da etkilemektedir (Jackwood ve ark., 2012). IBV’nin bagirsak epitelinde
cogalmasi klinik olarak hastalik olusturmaz, ancak hastaligin yayilmasinda rol oynar.
Son déonemde IBV’nin tavuklardan baska kanatlilar1 da infekte edebildigini gosteren
kanitlar vardir. Hindi, siiliin, bildircin ve kirmiz1 keklik gibi diger tiirlerden IBV ile
yakin iligkili Coronaviriis’ler de izole edilmistir. Ayrica birgok farkli serotip ayni
anda ayn1 bolgede birlikte sirkiile olabilmektedir. Bazilar1 tiim diinyada goriiliirken
bazilar1 kisith cografik alanlarda gériilmektedir. Ornegin bazi serotipler sadece
Avrupa’da gozlenirken; digerleri sadece Amerika’da bulunmaktadir (Cavanagh,

2007).



Alt1 haftadan kii¢iik tavuklarda hastaliga ait tiim semptomlar gozlenir.
Morbidite orami oldukca yiiksektir. Mortalite immunsupresyona, mikoplazma
infeksiyonuna ve bu infeksiyona eslik edebilen Escherichia coli, Ornithobacterium
rhinotracheale ve Bordetella avium gibi diger sekonder bakteriyel infeksiyonlara
bagli olarak artis gosterebilmektedir (Cavanagh ve Gelb, 2008). Ileri yastaki
tavuklarda IBV infeksiyonu hafif solunum semptomlarinin yanisira yumurtacilarda
ve damizliklarda yumurta iiretiminde kayiplar meydana getirmektedir (Kameka,

2014).

Hastalik olduk¢a bulasicidir ve kisa siirede siirli i¢inde yayilabilmektedir.
Bulasma siklikla aerosol yolla, direkt temasla ve indirekt mekanik yollarla meydana
gelmektedir. IBV ile yumurtalarin yiizey kontaminasyonlari sonucu virus
kuluckahane ve yumurta paketleme {initelerinde de yayilabilmektedir, ancak vertikal

olarak bulasmamaktadir (Bozkurt, 2009; Esendal 2006).

1.1.  Tarihge

IIk bildirimi 1931 yilinda Schalk ve Hawn tarafindan Amerika, Kuzey
Dakota'da solunum semptomlar1 gosteren 2 giinlilkkten 3-4 haftalia kadar yas
araligindaki geng civcivlerde hizla bulasan (%40-90 mortalite) bir hastalik olarak
yapilmistir. Kuslarda {ist solunum yollarinda meydana gelen patolojik degisimler
dikkat cekicidir. Bu yilizden hastalik genc tavuklarin infeksiy6z brongiti olarak
adlandirilmistir (Schalk ve Hawn, 1937). Bundan 5 yil sonra hastaliga neden olan
ajanin virlis oldugunu Beach ve Schalm (1936) kanitlamis ve etken infeksiydz
bronsitis viriisii olarak isimlendirilmistir. Ilk IBV izolat1 Beaudette susu, Beaudette
ve Hudson tarafindan 1937'de izole edilmistir. Kuzey Dakota’da serolojik olarak
Beaudette susuyla iligskili M41 susunu 1975'te Bracewell izole etmistir (Awad ve
ark., 2014). Uzun bir siire ilk IBV varyant sugunun Amerika’da 1950’lerde ortaya
ciktigr dislinilmiistiir. Jungherr ve ark. (1956) yapmis olduklar ¢aligmada, 1951

yilinda izole edilmis olan Connecticut (Conn) izolatinin orijinal Massachusetts



(Mass) izolatiyla capraz iliskili ya da ¢apraz ndtralizasyonu bulunmadigini ortaya
koymustur. Jia ve ark. (2002) yapmus olduklar1 retrospektif calismada, 1940°l
yillarin basinda Amerika’da Mass-tipi  IBV’lerden farkli suslarin  varligimi
monoklonal antikor testi ve Spike (S) glikoproteinin S1 alt iinitesinin molekiiler
analizi sonucunda ortaya koymustur (de Wit ve ark.,, 2010). Hastaliga bagh
ekonomik kayiplarin fazla olmasi nedeniyle hastaliktan korunmaya yonelik
calismalar 1941 yilinda van Roekel tarafindan baglatilmis ve bu asilama

programlarinin baglangici olmustur (Akan ve ark., 2002).

Sonrasinda bircok IBV vakasi Amerika’da farkli yillarda Jungherr ve ark.
(1956); Hitchner ve ark. (1966); Johanson ve ark.(1973); Snyder ve Marquardt
(1984); Fabricant (1998); Hitchner (2004) gibi arastirmacilar tarafindan
tanimlanmistir. O zamanlardan gilinlimiize diinya genelinde pek ¢ok farkli IBV

serotipi ve genotipi belirlenmistir (de Wit ve ark., 2010; Jackwood, 2012).

Avian infeksiydz bronsitis Avrupa’da da tiim yasta tavuklarda ekonomiyi ve
refah1 etkileyen hastaliklar i¢cinde tavuklarin en onemli hastaliklarindan birisidir.
Yiiksek kalitede asilarin bulunmasma karsin, IB Avrupa’nin bircok bolgesinde
problem olmaya devam etmektedir. Avrupa’daki IBV varyantlarinin prevalansi
1960°’dan beridir sorun olarak tanimlanmaktadir. Ortaya ¢ikan varyantlar sirasiyla
D207 (D274) ve D212 (D1466) Hollanda’da, 1990’larda yeni varyant olarak 4/91
(793B) Avrupa’da tanimlanmigtir. Diinyada temel bir patojen olan bu varyanta kars1
canli atteniie asilar gelistirilmistir. Son donemde Avrupa’da en ¢ok goriilen 793/B ve
CRS88 olarak da adlandirilan 4/91 ayrica 1t-02, QX, D274 ve Arkansas suslaridir
(Cook ve ark., 2012; Worthington ve ark., 2008).

Avustralya, cografik olarak izole konumu nedeniyle IBV’nin durumu tiim
tilkelerden farkli bir gelisim gostermistir. Bin dokuz yiiz altmig beslerin basindan
beri birgok farkli IBV varyanti izole edilmis (Cumming, 1963) ve bu varyantlara
uygun korunma c¢alismalar1 yapilmistir (Ignjatovic ve ark., 1997 ve 2006; Klieve ve

Cumming, 1988).



Asya’da da birgok farkli iilkede IBV izole edilmistir. Ilk izolasyon 1967°de
Malezya’da yapilmistir. Ik varyant 1979°da bildirilmistir. Yu ve ark. (2001) yapmis
oldugu epidemiyolojik bir aragtirmada, Singapur ve Malezya’dan izole edilen
IBV’lerin Mass tipi oldugunu, diger suslarin Cin ve Tayvan’dan izole edilen
IBV’lere benzer oldugunu bildirmistir (de Wit ve ark., 2010). Japonya’da Mase ve
ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢alismalarda, 3 farkli temel genetik grubun varligimi
bildirmistir. Bolgesel suslarin yani sira Cin ve Tayvan’a ait suslarin varligi ve son
donemde 4/91 serotipi izole edilmistir (de Witve ark., 2010). Misir’da farkli kanath
ciftliklerinden Massachusetts, D3128, D274, D-08880, 4/91 ve yeni bir Misir
genotipi Egypt/Beni-Suef/01, Abdel-Moneim ve ark. (2002), Shebl ve ark. (1986) ve
Sultan ve ark. (2004) tarafindan izole edilmistir. Ulkede ortak olarak kullanilan as1
susu Massachusett serotipine aittir (Abd El Rahman, 2010). Israil’de 1990’larin
ortalarindan itibaren varyant IBV bildirimleri oldugu goriilmektedir (de Wit ve ark.,
2010). Son donemde IS/1494/06 gibi bolgesel oneme sahip IBV genotipleri Kahya
ve ark. (2013) bildirdigi iizere iilkemizde de goriilmeye baslanmistir. Bunun
haricinde Misir (Abdel-Moneim ve ark., 2012), Irak (Mahmood ve ark., 2011),
Libya'da da Israil varyantlar goriildiigii bildirilmektedir (Awad ve ark., 2014).

Genel olarak diinyada IBV’nin durumu boyleyken Tiirkiye’de 6zellikle 2000’11
yillardan 6nce yapilan ¢aligmalar oldukga kisithdir ve IBV’ye yonelik olarak sadece
serolojik metotlar kullanilmistir. Son 15 senelik siiregte elde edilen verilere
baktigimizda Tiirkiye’de IBV nin teshisine yonelik Akan ve ark. (2002) RT-PCR ve
floresan antikor teknigini kiyaslamis ve teshiste RT-PCR teknigini daha etkin
bulmustur. Ayrica hastalik etkenlerinin direkt ve/veya indirekt teshislerinin yapilmasi
sonrasinda serotip ayirimlarinin yapilarak tavuk siiriileri i¢in uygulanan asilama
programlarinin gézden gecirilmesi ve farkli serotipler var ise agilama programlarina
yeni serotip asilarin ilave edilmesi ile hazirlanmasinin yararli olacagini ifade etmistir.
Kahya ve ark. (2013), Tiirkiye’de ilk kez solunum sistemi belirtisi gosteren
tavuklardan IBV’yi teshis edip genotiplendirmislerdir.



1.2.  Etiyoloji

Avian infeksiyoz bronsitis virlisii Coronavirinae alt ailesine bagh
Arteriviridae ve Coronaviridae ailelerini kapsayan Nidovirales takimina aittir
(Cavanagh, 1997). Bu takima 2003 yilinda Roniviridae ailesi (Abd El Rahman,
2010) ve International Committee for Virus Taxonomy (ICVT, 2014)' de bulunan

bilgiye gore 2013 yilinda Mesoniviridae ailesi eklenmistir.

Nidovirales takimi altinda yer alan Coronavirinae ve Torovirinae genom
organizasyonu ve ekspresyonunda benzerliklere sahiptir ama genom biiyiikligi ve
virion sekli olarak birbirinden farklidirlar (Cavanagh ve Horzinek, 1993).
Coronavirus’lar antijenik iliskisi ve dizi benzerligine gore 2013 yilina kadar
Alphacoronavirus, Betacoronavirus ve Gammacoronavirus olarak 3 gruba
ayrilmaktaydi, 2014 yili itibariyle 4. bir grup olarak Deltacoronavirus’ler
taksonomiye  eklenmistir.  Infeksiyoz  bronsitis virisi 3. grup olan

Gammacoronavirus’tur (ICTV, 2014).

Nidovirales ismini Latin terminoloji “Nidus’’un ingilizcedeki karsilig1 olan ig
ice anlamindaki “nest” ten almaktadir. Bu sekilde isimlendirilmesi bu takima ait olan
tiyelerin kendine 0zgii replikasyon stratejisinden ileri gelmektedir. Bu takimdaki
viriisler polysistronik (bir¢ok farkli polipeptit zincirini kodlayan mRNA) genomun 3’
proksimal boélgesinden eksprese olan kapsamli mRNA’nin 3’ co-terminal nested
setinin iretimini gerceklestirebilir. Coronaviriis transkriptleri sadece 3’ co-terminal
dizi bolgesini igermez ayrica dizinin 5’ ucundan elde edilen ortak 65-100 niikleotitlik
5> merdiven dizisini de icerir (Abd El Rahman, 2010; Pasternak ve ark., 2006). Bu
takimdaki viriisler diiz, segmentsiz, tek iplik¢ikli ve pozitif duyulu RNA genomuna

sahiptirler (Cavanagh, 1997).

“Corona” adi bu gruptaki viriislerin etrafin1 saran yapmin elektron
mikroskopu altindaki karakteristik gilines tac1 seklindeki goriintiisiinden

kaynaklanmaktadir. Tag¢ benzeri yap1 Spike (S) adi verilen proteinin genis (20 pm),



golf sopasi seklinde, agirlikla glikozit yiizeye sahip yapisindan kaynaklanmaktadir.
Coronavirtisler zarfli, pleomorfik sekilli yaklasik 120 nm c¢apindadir (Abd El
Rahman, 2010; Cavanagh ve Gelb, 2008). Tek iplik¢ikli, pozitif duyulu RNA
genomu yaklasik 27.6 kb biiytikliigiindedir ve genomun poly-A kuyrugu olan 5' ve 3'
cevrilmemis [untranslated regions (UTRs)] bolgeleriyle etrafi sarilmistir (Boursnell
ve ark., 1987; Mo ve ark., 2012; Ziebuhrve ark., 2000). Genomun temel pargasini 20
kb’lik iki katlanma bolgesi olan agik okuma alanlari (ORFs), ORFla ve ORF1b
olusturur. ORF’ler yapisal ve yapisal olmayan viral proteinleri kodlarlar. Bu bolgeler
viral replikazin (Rep) onciisii olan poliproteinler la ve lab’ye ribozomal gdévde
degistirme mekanizmasi (ribosomal frameshift mechanism) ile doniistiiriilir ve
bunun sonucunda 15 yapisal olmayan protein (Non-structural-protein, Nsp2-16)
meydana gelir. Bu proteinleri; 3C benzeri protein, papain benzeri protein (PLpro),
RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve diger yapisal olmayan proteinler meydana
getirmektedir (van Hemert ve ark, 2008). Bilinen su ki RdRp viral genomda diisiik
yogunluga ve hatalar1 diizeltmede siurli bir etkiye sahiptir. Ayrica IBV’de dahil
biitiin coronaviriislerde RdRp ile iliskili diizeltici 6zelligi tasiyan ekzoriboniikleaz
(ExoN) proteini bulunur. IBV disindaki bir¢ok coronaviriisiin sadece bir veya birkag
farkli tipi vardir. Bu durum IBV’de ¢esitliligi diizenleyen ExoN haricinde bagka
faktorlerin oldugunu ya da ExoN’nin ¢esitliligi sinirlamadigimi  gdstermektedir

(Jackwood ve ark., 2012).

IBV genomunda 7 ile 10 arasinda agik okuma alani, bu bolgeleri kodlayan iki
ek gen tanimlanmistir. Bu bdlgeler sirasiyla 3a, 3b ve 5a, 5b ek proteinlerini
kodlarlar (Abro, 2013; Lai ve Cavanagh, 1997; Pasternak ve ark.,2006). Bu
proteinlerin  in-vitro replikasyonda rolii olmadigi ancak patogenezde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Casais ve ark., 2005; Hodgson ve ark., 2006).
Genomun geriye kalaninda temel yapisal proteinleri kodlayan Spike (S), zarf
(envelope E), membran (M) ve niikleokapsit (N) bulunur. Sonu¢ olarak, tiim
coronaviriislerde bu 4 yapisal protein (S,E;M ve N) bulunmaktadir. Grup 2
coronaviriisler dordiincii bir membran bagimli hemagliitinin-esteraz proteinini igerir
(Cavanagh, 2005). Genom i¢inde yapisal protein genlerinin sirast tim

coronaviriislerde ayni sekilde bulunmaktadir ve yerlesimi sirasiyla 5’UTR-



polimerazgenler-S-3a,b,c-(E)-M-5a,b-N-UTR 3’ seklindedir (Cavanagh, 2005;
Cavanagh, 2007; Lai ve Cavanagh, 1997; Montassier, 2010).

Genomic RNA = 27 kb
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Sekil 1.1. IBV genom yerlesimi, mutasyona agik bolgeleri ile viral spike glikoproteini ve
niikleoproteininde meydana gelen degisimlerle iliskisi (Montassier, 2010).

Sekil 1.1.’de goriilen yapisal olmayan proteinleri kodlayan bdlgeler, ORFla ve
ORF1b’dir. Genomun yaklagik 2/3’sini olusturan bu bolgeler replikaz genlerini
igerir. Bu genler Repla ve Replb poliproteinleri olarak ifade edilir ve replikasyon-
transkripsiyon mekanizmasinda goérev alir (Imbert ve ark., 2008). Bu poliproteinler
transkripsiyon sonrasi ayrilmayarak 15 tane yapisal olmayan (Nsp2-16) proteini
meydana getirmektedir. Bu proteinleri; 3C benzeri protein, papain benzeri protein
(PLpro), RdRp ve diger yapisal olmayan proteinler meydana getirmektedir (van
Hemert ve ark., 2008).

S geni, IBV’ye ait dort yapisal proteinden S glikoproteinini kodlar. Bu gen bir
tane ORF’ye sahiptir. S proteini eksprese olduktan sonra amino ucu S1 (92 k-Da) ve
karboksil ucu S2’ye (84 k-Da) boliinmektedir. S1 alt {initesi 535 aminoasit, S2 ucu

yaklasik 627 aminoasitten olusmaktadir (Cavanagh, 2007). Olgunlagmis bir virionda,



S2 proteini S1 ile baglantilidir ve S1 proteinini membrana sabitleyerek ikisi beraber

multimerik yapili olarak S proteinini olustururlar (Montassier, 2010).

S glikoproteini 3 temel yapiya ayrilir; S1 ve S2 {initelerinden olusan genis dis
alan, transmembran alan1 ve kisa karboksil-terminal alan (Lai ve Holmes, 2001). S1
dizisi daha ¢esitlidir ve bu dizide meydana gelen mutasyonlar doku tropizmi ve IBV
suslarinda antijeniteyle iligkilidir (Cavanagh ve Naqi, 2003). Farkli suglarda S1 dizisi
%?2-25 arasinda aminoasit diizeyinde degiskenlik gosterirken, S2 dizisi daha
korunumludur (Cavanagh,1997; Cavanagh ve ark., 1992; Kant ve ark., 1992; Koch
ve ark., 1992). Biyolojik oOzelliklerine bakildiginda, S1 glikoproteini viriis
noétralizasyon antikorlariin uyarilmasi, hiicrelere tutunma, konak hiicre membraniyla
viral zarfin fiizyonunda ve bazen de hiicreden hiicreye flizyonda rol almak gibi diger
Oonemli gorevlere sahiptir (Kant ve ark., 1992; Koch ve ark., 1990a, 1990b; Lai ve
Holmes, 2001). Tek iplik¢ikli bir RNA viriisii olmasi IBV’yi spontan mutasyonlar ve
genetik rekombinasyonlara acik hale getirerek genetik materyalinde degisiklikler
yaratir (Cavanagh ve Gelb, 2008). Bu genetik degisimler 6zellikle S geninin ¢ok
degisken bolgeleri olan (hypervariable regions) HVR’lerde meydana gelir ve
sonucunda yeni varyantlar olusur (Awad ve ark. 2014). S1 alt {initesinde {i¢ tane
HVR bulunur. Bunlar sirasiyla (HVR1) 38-67, (HVR2) 91-141 ve (HVR3) 274-
387’nci aminoasit dizilerinde bulunurlar. Bu bolgeler viriis nétralizasyonu ile
iligkilidir ve bu bolgelerde meydana gelen varyasyonlar serotip ¢esitliligini meydana

getirir (Mahmood, 2009).

Zarf proteini (E), virionun zarfiyla iligkili kii¢iik integral membran proteinidir
IBV E proteini yaklasik 10 kDa agirliginda ve 108 aminoasitten olugsmustur (Lai ve
Holmes, 2001). Viriisiin bir araya toplanmasini saglayan temel bir yapidir. E proteini
aminoasit dizisinde meydana gelen bir mutasyon viriisiin hiicrelerde bir arada

toplanmasini etkiler (Abro, 2013).

Viriisiin en bliylik boliimiinii olusturan integral membran proteini (M), cift

katmanli yag tabakasi i¢inde yerlesmis olup viriisli yapisal olarak saglamlastiran bir



proteindir. M proteini diger yapisal proteinlerle baglantilar kurarak viriis pargalarini

birarada tutar ve diizenler (Abro, 2013).

N geni ise niikleokapsit proteinini kodlayan bir tane ORF’ye sahiptir (Collison
ve ark., 1992). Bu protein olduk¢a korunumludur ve farkli IBV izolatlar1 arasinda
sadece %2-6 oraninda aminoasit diizeyinde farklilik gosterebilir. Virlisiin S ve N
proteinleri biyolojik ve immunolojik fonksiyonlarla iliskilidir. Niikleokapsid proteini
409 aminoasitten olusan hiicresel immunite i¢in oldukc¢a 6nemli olan ve bir¢ok IBV
susunda iyi korunmus bir fosfoproteindir (Seo ve ark, 1997; Seo ve Collison, 1997).
Viral RNA’y1 koruyucu bir paket gibi sarar ve viral RNA replikasyonunda ve
transkripsiyonunda gorev aldigi distiniiliir. Bu 06zel paketleme sayesinde viral
genetik materyal belli niikleotid sekansin niikleokapsid proteini tarafindan

taninmasini saglar (Fan ve ark., 2005; Montassier, 2010).

Boylece S1 ve N genlerinin 6zellikle immunite ve viriis replikasyonundaki
rolleri diisliniildiiglinde varyantlarin olusumunda kritik bir éneme sahip olduguna

inanilmaktadir (Montassier, 2010).

Viriis hiicre membranini agsmak i¢in membran fiizyon proteinlerini kullanir. S
proteini hiicreye giriste gorev alan viral membran proteinlerinden sorumludur. Hedef
hiicre tizerindeki reseptorlere baglanir ve viriis hiicre fiizyonunu yonetir. Casais ve
ark. (2005)’lar1 yapmus olduklar1 deneysel bir ¢alismada, IBV S proteininin viriisiin
hiicre tropizminde temel bir rolii oldugunu gostermislerdir. Virlis genellikle
epiteliotropik 6zellik gdsterir ve viropeksis ile epitelyal hiicrelere girer (Dhinaker Raj
ve Jones, 1997). Hiicreye baglanma sonrasi flizyonla hiicreye giren viriisiin
yapilarindan kurtulup (uncoated) genomik RNA’sin1 konak sitoplazmasina nasil
biraktigt tam olarak bilinmemektedir. Virilisiin penetre olmasi ve yapilarindan

kurtulmasi i¢in hiicresel faktorlere gereksinimi olabilir (Lai ve Holms, 2001).

Viriis hiicre i¢ine girip niikleokapsidini serbest birakmasinin ardindan bilinen

en genis replikaz proteinini (741kDA) sentezler. Olgun proteinlerin proteolitik olarak



islenmesini saglamakla gorevli olan bu proteinler icerisinde RNA’ya bagli RNA
polimeraz (RdRp) da bulunmaktadir. Bu enzim ilk olarak ¢oklu alt-genomik RNA’lar
ve genomun tiim kopyasinda kalip olarak kullanilan negatif zincirli RNA’larin
sentezinde gorev alir. Coklu alt-genomik mRNA’larin varligi coronaviriisler i¢in

karakteristik bir 6zelliktir (Lai ve Holms, 2001).

Genellikle sentezlenen her RNA parcasinin sadece 5° proksimal ORF’si bir
yapisal proteine doniistiiriiliir. Ayrica yapisal proteinlerin yanisira tiim poliproteinini
sentezlemek icin ribozomal frame shift mekanizmasini kullanan polimerazlar

ORF’lerde kodlanmistir (Boursnell ve ark., 1987).

Viriisle infekte hiicrede gerceklesen RNA sentezi ve kapsid olusumu sonrasi
kapsid olusumunda gerekli olan N proteininin kiimelenmesi, RNA replikasyonu
sirasinda transkripsiyonla RNA sentezinin dengelenmesinde etkilidir. Sitoplazmada
yeni sentezlenen genomik RNA’lar N proteiniyle etkileserek helikal sekilli
niikleokapsidin olusumunu saglar. M ve E proteinleri endoplazmik retikulumun i¢ine
girerek golgi cisimcigine yerlesir. N proteini ve RNA etkilesimleri sonucu olusan
helikal niikleokapsid ilk olarak M proteiniyle endoplazmik retikulum ve golgi
cisimcigi arasinda bulunan tomurcuklanma bdlgesine gelir. E ve M proteinleri
arasinda meydana gelen etkilesim sonrasinda helikal niikleokapsidli virionlar
tomurcuklanarak agiga ¢ikar. Golgi cisimciginde bulunan S ve hemagliitinin esteraz
(HE) yapisal proteinleri golgiyle birlikte endoplazmik retikulumun icine girer ve
golgi kompleksine taginarak membran baglanma polisomlarina doniisiir. Bu protein
tasinimu siiresince bazi S ve HE proteinleri M proteinleriyle etkilesime girer ve
virionun olgunlagsmasin1 saglar. Virionla birlesmeyen S ve HE proteinleri hiicre
ylizeyine giderek burada hiicre-hiicre fiizyonu veya hemadsorbsiyonun

diizenlenmesinde gorev alabilir (Lai ve Holms, 2001).

Coronaviriislerde genlerdeki 6zellikle de HVR’lerde meydana gelen segici
baski ve mutasyonlar, viriisiin tiirler arasinda ge¢is yapabilmesini sagladig1 ve yeni

konak tiirlerine adapte olarak viral evrimlesmeye katkida bulundugu diisiincesi pek
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cok arastirmaci tarafindan desteklenmektedir (Abro 2013; Liu ve ark., 2007; Zhang
ve ark., 2006). Zaman igerisinde IBV serotiplerinin sayisinda meydana gelen artis
ozellikle S1 geni {lizerinde yapilan incelemeler dogrultusunda ne kadar hizh
mutasyon gecirdigini gostermektedir (Cavanagh, 2005; Farsang ve ark., 2002; Lee ve
ark., 2003). Olusan bu yeni viriislerin ¢ogu endemik olmasina karsin diinya geneline
yayilmis serotiplerde bulunmaktadir. Cavanagh (2001), ortaya c¢ikan bu yeni
serotiplerin diizenli bir sekilde kayit altina alinmasi i¢in isimlendirme sisteminin
biran Once olusturulmas: gerekliligini vurgulamistir. Konake¢1 orjiniyle ilgili
belirsizliklerin netlestirilmesi beklenmeden isimlendirmenin kus tiirti / iilke/ bolge
orjini / genotip veya serotip numarasi / izolasyon yili seklinde yapilabilecegini
gerekli goriildiiglinde kiigiik bir degisimle tekrar diizeltilebilecegini ifade etmistir.
Ormegin pheasant/UK/438/94, kolaylikla PhCoV/UK/438/94 olarak degistirilebilir
(Cavanagh, 2001). IBV sus nomenklatiir standardizasyonu uzun bir siire tartigsmalara
actk kalmistir ve halen yapilamamistir. IBV isimlendirilmesi avian influenza
viriislerinin isimlerine benzer sekilde, onerilen IBV/ kus tiirii/ tilke orjini / genotip
veya serotip / sus ismi / izolasyon yil1 seklindedir. Bu semaya gore, IBV ve kus tiirii
(eger tavuk ise) izolat isminden atilabilir. Ancak kus tiirii tavuk degilse veya tavuk
yetistirme tipi broyler, yumurtaci, damizlik ise Onemlidir ve eklenmelidir.
Uluslararas1 viriis taksonomi komitesi coronaviriis ¢alisma grubu IBV’yi de iceren
tiim coronaviriisler i¢in standart bir isimlendirme ¢alismalarina devam etmektedir

(Cavanagh 2001; Cook ve ark., 2012).

1.3. Epidemiyoloji

IBV diinya genelinde yaygin olarak bulunmaktadir ve hastaliin kontrolii
oldukca zordur ¢iinkii viriis birgok serotip ve varyanta sahiptir. Ayrica siirekli olarak
meydana gelen genetik mutasyonlar ve rekombinasyonlar yeni varyantlarin

olusumuna neden olmaktadir (Montassier, 2010).
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Molekiiler ¢calismalar yeni serotip veya varyantlarin viriis S proteininin S1 alt
tinitesinde meydana gelen degisimlerin bu c¢esitlilige neden oldugunu gdstermistir
(Cavanagh, 2007). Bu durum immiinolojik baskinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis
olabilir. Asilarin yaygin kullanimi, miks infeksiyonlar sonucu meydana gelen
rekombinasyonlar ve yine baskin serotiplere karst asilarin kullanilmast bu siirecin
olusmasinda etkilidir (Lee ve ark., 2002; Liu ve ark., 2006). Epidemiyolojik
arastirmalar IBV’nin bir bolgeden veya iilkeden digerine yayilmasinda illegal olarak
ticari kanathi hareketleri, yabani kus gocleri disinda atteniie asilarin kullaniminin

etkili oldugunu gostermistir (Cavanagh, 2005; Liu ve ark., 20006).

IBV’nin evrim siireci karmasik ve zor anlasilan bir siirectir. RNA polimerazin
diizeltme eksikliginden kaynaklanan replikasyon hatalarinin RNA genomunda
mutasyonla sonug¢lanmasi, farkli IBV suglarindan olusan coklu atteniie ve canli
asilarin siirekli kullanimi1 ve sahada sirkiile olan viriis suslarina kismen bagisiklik
kazanmis olan kus popiilasyonunda virlisiin siirekli bulunmasinin yaptigr immun
baski gibi bazi faktérlerin rollerinin aragtirilmasi ile bu evrimsel siire¢ incelenmeye

devam edilmektedir (Montassier, 2010).

Genomik degisimler coronaviriisleri etkilemekte ve oOzellikle S1 ve N
genleriyle baglantili olarak nokta mutasyonlarin, delesyonlarin, insersiyonlarin ve
rekombinasyonlarin olusmasinda rol almaktadir (Cavanagh ve ark., 1992; Ignjatovic
ve ark., 2006; Jia ve ark., 1995; Kusters ve ark., 1990; Lee ve Jackwood 2000; Wang
ve ark, 1993). Asili kuslardan izole edilen IBV’lerde S1 glikoproteininin ¢ok
degisken bolgesinde evrimsel degisim ve mutasyon oranlari sirasiyla yillik % 2.5 ve

% 1,5’a ulasmistir (Lee ve Jackwood, 2001; Mckinley ve ark., 2008).

IBV i¢in antijenik evrimlesme birincil olarak S1 glikoproteinini kodlayan gen
dizisinde meydana gelen degisimle baglantilidir. Bu bolge 6zellikle viriisiin hiicre
reseptorlerine baglanmasi ve notralizan antikorlarin {iretimini uyaran gerekli
epitoplarla iligkilidir. Boylece farkli serotipler, alttipler ve antijenik varyantlar S1

geninde niikleotidlerde meydana gelen nokta mutasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar
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veya RNA rekombinasyonlar1 sonucunda olusur ve asili tavuk siiriilerinde bile
salginlara sebep olur (Jia ve ark., 1995; Kottier ve ark., 1995; Wang ve ark., 1998;
Wang ve Huang, 2000). Ayrica bu varyantlar arasinda olduk¢a farkli epidemiyolojik
bir davranig tanimlanmigtir. Ortaya ¢ikan bazi virlisler cografik bolgelere hizla
yayilip kalici olurken, bazilarinin ¢iktigr bolgede sinirlt kaldigr goriilmiistiir.
Boylece, bu durum zamanla IBV suslarinda farkli yayilma ve adaptasyon
yeteneklerini diizenleyen molekiiler 6zelliklerin ortaya cikabilecegini gostermistir
(Dolz ve ark., 2008). Rekombinasyon sonucu meydana gelen IBV varyantlarinin asili
tavuklarda bagisiklik yanitindan kagabilme yetenegi S1 ve N genleri tarafindan
diizenlenebilmektedir (Montassier, 2010).

Diinyada yaygin olarak bulunan bu virlisin en 6nemli dogal konakgisi
tavuklardir ve her yastan tavuk etkilenmektedir. Ayrica hindi, siiliin, bildircin ve
kirmiz1 keklik gibi diger tiirlerden de IBV ile yakin iligkili coronaviriisler izole
edilmistir. Alt1 haftadan kiiciik tavuklarda tiim semptomlar gozlenir. Siirii morbiditesi
%100’e ulasabilir, mortalite ikincil bir infeksiyonun varligina, siiriiniin yasina,
bagisiklik durumuna, siirli yonetimi ve cevresel faktorlere gore degisebilmektedir.
Geng tavuklarda mortalite oran1 %25-30 civarindadir ama susun viriilensine gore
%380 kadar ulasabilir. Tiim tavuklar etkene karsi duyarli olsada civcivlerin daha

duyarli oldugu goriilmiistiir (Anonim; Cavanagh ve Gelb, 2008).

Klinik belirtiler saha susuna (susun viriilensine ve viriisiin viicuda giris
dozuna), gevresel faktorlere (toz, amonyak, stres), kiimes yonetimi ve biyogiivenlik
seviyesi gibi bircok faktore bagli olarak cesitlilik gosterebilir (Ganapathy, 2009).
Hastaligin diger formlar1 reproduktif sistem, renal ve gastro-intestinal sistemle
iligkilidir. Viriis semen ve testislerden izole edilmis ve horozlarda infertiliteye neden

oldugu da bildirilmistir (Jones, 2010; Gallardo ve ark., 2010).

IB daha c¢ok tavuklar1 etkilemesine ragmen, diger kus tiirlerine ait
coronavirilisler de tanimlanmigtir. Turkey coronaviriis (TCoV) 1995’ de ortaya

cikmistir ve genetik analizlere gore kdkeni IBV’ ye dayanan ve tanimlanamamis bir
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coronaviriisiin spike geninin rekombinasyonu ile olugsmus bir tiirdiir. Siiliinlerde
bulunan benzer coronaviriislerin molekiiler analizi sonucunda siiliinleri etkileyen
viriis ile TCoV farkli IBV suslar1 kadar birbirleriyle yakin iligkilidir. Bu IBV’nin
diger kus tiirlerini infekte edebilecegini gostermektedir. Siiliin ve hindilere ek olarak
avian coronaviriisler; giivercin, drdek, kirmizi knot (biiyliik kumkusu), kaz, ¢camur
ordegi, otiicii kugu, ardis kusu ve biilbiil gibi pek ¢ok kanath tiiriinde bulunmustur
(Liu ve ark, 2005; Gough ve ark., 1996). Bu viriisler belkide coronavirtis tiirlinden

farkli oldugu sdylenecek kadar farklilik gosterebilir (Anonim).

IB viriistinlin persiste oldugu organlardan biri bobrekler olmasina ragmen bu
konu tam olarak belirlenememistir. Son donemde baz1 ¢alismalar IBV as1 suslarinin
cesitli i¢c organlarda 163 giin veya daha uzun bir siire kaldigini gostermistir (Naqi ve
ark., 2003). Bu siire i¢inde viriis periyodik olarak digkiyla veya nazal sekresyonla
cevreye sacilim gosterir. Bu sagilim kiimesten kiimese ekipman veya personelle
bulagsmalarda risk olusturur. IBV as1 veya saha suslar1 bagirsakta sekal tonsillerde
persiste olabilir ve klinik olarak saglikli hayvanlar haftalarca veya daha uzun bir siire
diskilarryla viriisii sagmaya devam ederler (Mahmood, 2009; OIE,2008). Infeksiyon
kiimes icinde hizla yayilir. Duyarli kuslar infekte tavuklarin oldugu ortamda
bulunduruldugunda 48 saat i¢inde hastalik belirtileri gdstermeye baslar. Inkiibasyon
periyodunu viriisiin dozu ve inokiilasyon seklide etkiler. Ancak dogal infeksiyonlar
genellikle 36-48 saat siirmektedir (Cavanagh ve Naqi, 2003). IBV, infeksiyondan 14
hafta sonra sekal tonsillerden ve 20 hafta sonra diskidan izole edilebilmistir
(Mahmood, 2009). Ayrica semenden ve yumurtadan izolasyon vardir ancak vertikal
bulasma 6nemsizdir (Dhinaker Raj ve Jones, 1997). Ancak yumurta yiizeyinin IB
viriisiiyle kontamine olmasi ve bu sekilde kulugckahaneye veya yumurta paketleme

tinitelerine dagilmas1 muhtemeldir (Awad ve ark., 2014).

Baz1 wklarin etkene daha duyarli oldugu goriilmiistir. Ornegin beyaz
Leghorndan hat 151 en yiiksek duyarlilifa sahipken hat C olduk¢a direnglidir (de
Wit, 2000).
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Bircok IBV susu 56 °C’de 15 dakikada ve 45 °C’de 90 dakikada inaktive olur.
IBV’nin uzun dénem -20 °C’de depolanmasiin viriisiin pargalanmasina neden
oldugu, ilkbahar aylarinda dis ortamda 12 giin ve kisin 56 giine kadar canl kaldig:
bildirilmistir (Cavanagh ve Naqi, 2003). Zarfl viriis partikiilleri 1siya dayaniksizdir,
uc pH’larda yapisi bozulur. Dezenfektan, giines 15181 ve sicakliga oldukca duyarlidir
(Jackwood ve ark., 2012).

1.4. Patogenez

Infeksiydz bronsitis viriisii dncelikle iist solunum yollarin1 infekte eder ve
burada replike olur. Bunun sonucunda trake ve siniislerdeki hiicre hattinin
koruyuculugunu etkisizlestirirler. Kisa bir viremi doneminden sonra viriis bobrekte,
tireme sisteminde ve sekal tonsillerde saptanabilmektedir (Anonim). Viriisiin birgok
dokuda replike olmasi proteinlerindeki 6zellikle de S proteinindeki dizi gesitliligi

sonucu meydana gelir (Cavanagh, 2005).

Ust solunum yollarindaki siliali epitelyal hiicreler, disi iireme sistemindeki
epitelyal hiicreler ve bobrekteki tiibiiler epitelyal hiicreler IBV icin hedef dokulardir.
Uzun siire viriis bagirsak fonksiyon bozuklugu ile iliskilendirilmistir ve yakin
zamanda erkeklerde infertiliteye neden oldugu ve erkeklerden disilere venereal

bulagsmanin oldugu belirtilmistir (Cook ve ark., 2012).

IBV’nin yumurta iiretimi ve kalitesi lizerine olan olumsuz etkileri 1950’ lerden
beri bilinmektedir (Broadfoot ve ark. 1956; Jones ve Jordan 1971). Yumurtacilarda
yasam periyodlar1 boyunca iki kez IBV kontroliiniin kritik 6nemi vardir; biri
yumurtlama sonrasi digeri ¢ikim sonrasi erken déonemdir (Cook ve ark., 2012). Van
Roekel ve ark. 1950’lerde yapmis olduklari caligmalarda bu hastalikta yumurta
veriminin %?2-70 arasinda degisen oranlarda etkilendigini gostermistir. Yumurta
alblimininde sulanma, kabugunda incelme, catlama veya sekilsizlik gibi kalite

bozukluklar1 meydana getirdigi goriilmiistiir (Cook ve ark., 2012). Bu yillarda baskin
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IBV serotipinin nefropatojenik tip oldugu calismacilar tarafindan ortaya konmustur
(Winterfield ve Hitchner, 1962; Cumming 1963). Bu serotipin organ tiibiillerinin {lirat
ile dolup sismesine, bobrek hasar1 sonucu 6zellikle gen¢ kuslarda 6liim oraninda
artisa sebep oldugu yapilan c¢alismalarda goriilmiistiir. Bu dénemde Amerika’da
Holte ve Gray suslari, Winterfield ve Hitchner (1962) tarafindan ortaya konmustur.
Cumming ve ark. (1969) Avustralya T susu iizerinde calismislardir. Avustralya’da
1960 yilinda IBV’nin olusturdugu en yaygin klinik tablo bdbrek hasariydi.
Cumming’in yapmis oldugu arastirmalar tavuklari hastaliga yatkin hale getiren
onemli faktorlerin genetik hatlar, diyetteki protein kaynaklari, kiimes ici stres
faktorleri oldugunu gostermis ve gerekli kosullar olustugunda tiim IBV’lerin nefrit
yapabilecegini one silirmiistiir (Dhinaker Raj ve Jones, 1997). Sonrasinda nefrite
bagli oOliimlerin oldugunu agiklayan Jones, Cumming’in yaptig1 aciklamayi
ispatlamis ve nefropatojenik Mass-tip IBV’yi immunoboyama ile bobreklerde
gostermistir (Jones, 1974; Cumming 1969). Kinde ve ark. (1991), solunum sistemi
problemi ile ilgili belirtileri olan ticari bir broiler isletmesinde ayn1 zamanda bdbrek
lezyonlarina da rastlamis ve izole edilen susu serotiplendirememislerdir.
Aragtirmacilar, bu susun SPF tavuklarda hem solunum sisteminde hem de
bobreklerde bozukluklara neden oldugunu gostermislerdir (Akan ve ark., 2002; Cook
ve ark., 2012).

IBV, harderian bezinden de izole edilmistir (Dhinaker ve Jones, 1997; Gelb ve
ark.,1991; Toro ve ark., 1997) ve bezin stromasinda IBV pozitif hiicreler
immunofloresan boyamayla gosterilmistir (Toro ve ark., 1997). IBV’nin gbze damla
yoluyla asilanmasi plazma hiicrelerinde ve lenfosit infiltrasyonunda artisla
sonuclanmistir. Asilamadan 14 giin sonra Harderian bezinde tiibiiler epitelde
deskuamasyonla beraber iyilesme meydana geldigi goriilmiistiir (Toro ve ark.,1997).
IBV asilamas1 sonrasinda lakrimal bezdeki lenfoid dokularda gelisme, plazma hiicre
sayisinda artis bildirilmistir (Toro ve ark.,1996). IBV ayrica bursa fabrisiustan izole
edilmistir. H52 ve HI120 suslar1 ile olusturulan deneysel infeksiyonda genis
histopatolojik lezyonlar goriilmistir (El Houadfive ark.,1986; Ambali ve Jones,
1990). IBV karaciger ve dalak gibi diger dokulardan da izole edilmistir, ancak

organa fonksiyonel bir zarar verip vermedigi bilinmemektedir. IBV infekte
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tavuklarin semen ve yumurtasindan izole edilmistir (Alexander ve Gough, 1977;

Ambali ve Jones, 1990; Navas ve ark., 2003; Otsuki ve ark., 1990).

IBV’nin disi lireme sisteminde meydana getirdigi sorunlar ozellikle de
yumurtacilarda “sessiz veya yalanci yumurtact sendromu” olarak tanimlanmistir
(Broadfoot ve ark., 1956; Crinian ve Hofstad,1972). Hastalik son ddnemlerde,
2000’1 yillarin basindan itibaren Avrupa’da QX genotipiyle tekrar kendini
hatirlatmistir (Elbers ve ark., 2004; Landman ve ark., 2005). Bu varyant ilk olarak
Cin’de tavuklarda proventrikiilitisle kendini gostermistir (Wang ve ark., 1998). Daha
sonra Avrupa’da yayillmaya basladiginda gen¢ kuslarda nefrite neden oldugu ve
yumurtaci striilerde sessiz yumurtacilarin meydana geldigi Hollanda’da de Wit ve
ark. (2010) ve Macaristan’dan Benyeda ve ark. (2009) tarafindan yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Etken erken donemde infekte olan kuslarda oviduktta
kalic1 hasarlar yaratir ve yumurtaliklar normal kalsa bile yumurta olusum siirecinde

sorunlar meydana gelmektedir (Cook ve ark., 2012).

Histopatolojik olarak trakede meydana getirdigi siire¢ dejenerasyon, hiperplazi
ve iyilesme olarak iic asamada gelisir. Bir iki giin i¢inde epitellerde desiliasyon ve
deskuamasyon gelisir. Mukus salgilayan hiicreler ile birlikte lamina propriyada hafif
bir heterofil ve lenfosit infiltrasyonu izlenir. Bobreklerde ise viriisiin ¢ogalmasi
proksimal tiibiillerde, distal tiibiillerde ve toplama kanallarinda goriiliir. Tiibiil
epitellerinde meydana gelen yapisal degisim sivi ve elektrolit ge¢isinde bozukluga
neden olarak akut renal yetmezlik ile sonuc¢lanir (Dhinaker Raj ve Jones, 1997).
Yumurta periyodundaki hayvanlarda goriilen hastalik vakalarinda, ovidukta kiigiilme
ve karm boslugunda sulu bir yumurta saris1 goriiliir. Histopatalojik olarak yumurta
kanalindaki epitellerde metaplazi, subepiteliyal dokularda monosit infiltrasyonu ve

lenfoid folikiillerde proliferasyon dikkati ¢eker (Akan ve ark., 2002).
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1.5. Teshis

IBV’nin teshisi; anamnez, klinik bulgular, lezyonlar, serum antikor titresinin
degerlendirilmesi, antijenin saptanmasi, virusun doku kiiltiirii ve embriyolu tavuk
yumurtalarinda izolasyonu, elektron mikroskopi ve IBV RNA’sinin tespit edilmesine
dayali yontemlerle yapilmaktadir. Ancak ne antikor-antijen saptayan yontemler ne
viriis izolasyonu ve molekiiler yontemler spesifik bir IBV saha susunun meydana
getirdigi infeksiyonun konfirmasyonunda tek basina tatmin edici degildir (Jackwood

ve de Wit, 2013).

Sadece klinik ve nekropsi bulgularina bakarak IB'nin teshisini koymak olduk¢a
zordur. Solunum sistemi belirtileri ve bu sisteme ait saptanan makroskopik ve
mikroskopik lezyonlar IB’den siiphe ettirse de, ortaya c¢ikan solunum sistemi
belirtileri Newcastle Disease (ND), Infeksiyoz Laringotraheitis (ILT), Avian
Pneumovirus (APV), Chronic Respiratory Disease (CRD) ve infeksiyoz koriza gibi
pek cok solunum sistemi hastaligi ile karisabilmektedir. Bu hastaliklar siklikla
kendini hafif formlarda gdsterebilirler bu da birini digerinden ayirmay1 imkansiz hale
getirir. Yumurta verim ve kalitesindeki bozukluklar basta EDS-76 olmak iizere
infeksiyoz ve yoOnetim hatalar1 gibi infeksiy6z olmayan faktorler tarafindan da

meydana getirilebilir (Anonim; Jackwood ve de Wit, 2013; Esendal, 2002).

1.5.1. IBV Laboratuvar Teshisi

1.5.1.1. Viriis izolasyonu

IBV hasta hayvanlarin trake, akcigerler, hava kesesi, sekal tonsil ve {liremi
formunda bobreklerinden izole edilebilir. Infeksiyonun baslangicindan 6rneklemenin
yapilmasi arasinda gecen zaman onemlidir. Viriisiin birincil replikasyon bdolgesi list
solunum yollaridir. Daha sonra viremi donemiyle viriis diger dokulara yayailir.

Infeksiyon sonrasindaki ilk 3-5 giin iginde etken trakede yiiksek konsantrasyonda
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bulunur. Bu dénemden sonra viriis titresi tespit edilemeyecek seviyelere diiser (de
Wit, 2000). Teshiste bir diger 6nemli faktér de hangi organlarin ve hangi hayvanlarin
viriisii tagidigini dogru saptamaktir. Uzun donemli izolasyonlarda veya viriisiin tekrar
sacilimini diislindiiren infekte veya asili siiriilerden ¢apraz infeksiyonlarin varliginda,
viriisiin persiste oldugu iki onemli bolge olan sekal tonsiller ve bobrekler
degerlendirilmelidir. Bunun yami sira asi suslarinin da sekal tonsillerde persiste
oldugu bilinmelidir. Infeksiyon déneminde tavuklarin bagisiklik durumu, drneklenen
tavuk sayisi, Orneklenecek organlarin se¢imi, uygun kosullarda muhafazasi ve
laboratuvara ulastirilmasi ayrica kanatliya ait genetik 6zellikler teshis i¢in dnemlidir

ve dikkate alinmalidir (Villarreal, 2010; Jackwood ve de Wit, 2013 ).

Hastalik belirtileri klinik olarak goriiniir hale geldigi anda hastaligin formuna
uygun olan Ornekleme yapilmalidir. Ornekler soguk tasima araclariyla veya
dondurularak miimkiin oldugunca c¢abuk bir sekilde, soguk =zinciri bozmadan
laboratuvara gonderilmelidir. Akut solunum sistemi belirtileri goriilen canhi
hayvanlarin {ist solunum yolundan svap drnekleri veya trakeal ve akciger dokulari
aliip penisilin (10,000 internasyonel {inite [IU]/ml), streptomisin (10mg/ml) i¢eren
transport medyumda soguk zincirde ve/veya dondurularak ilgili laboratuvara
gonderilir. Nefrit veya yumurta {iretim problemleri goriilen hayvanlardan bobrek ve
oviduktlar, solunum materyallerine ek olarak 6rneklenmelidir. Baz1 vakalarda IBV
identifikasyonu, reverse-transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonuyla (RT-PCR),
viris izolasyonu olmaksizin gerceklestirilebilir. Bu durumlarda, solunum
sisteminden veya kloakal svap Orneklerinden Ornekleme transport medium
kullanmaksizin yapilabilir. IB iligkili nefritis tablosundan siiphelenildiginde,
histopatolojik incelemeler ve virlis izolasyonu igin bobrek oOrnekleri taze tavuk
karkaslarindan seg¢ilmelidir. Hastaliktan akut olarak etkilenen hayvanlar ve asili
tavuklarin kan Ornekleri serolojik olarak incelenmelidir. Etken digki ve sekal
tonsillerden yliksek oranda geri izole edilebilmektedir. Ayrica, bagirsaktan izole
edilen etken son veya giincel klinik infeksiyonla ilgili belirgin bir iliskiyi
gostermeyebilir. IBV izolasyonu, ticari kanatlilarla bir veya daha fazla temas halinde
bulunmamis spesifik patojen ari (specific patogene free, SPF) tavuklarin

kullanimiyla kolaylasabilmektedir. Yumurta inokulasyonu veya doku kiiltiir
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medyumunda tavuk trakeal organ kiiltiir (TOK) inokiilasyonu i¢in (10-20 %w/v)
doku siispansiyonu steril tamponlanmis fosfat tuzu (phosphate buffered saline / PBS)
veya nurient brothta hazirlanir (Cook ve ark., 1976). Siispansiyon diisiik hizl
santrifiij ile berrak hale getirilir ve bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek igin filtre
edildikten (0.2 um’lik filtreler kullanilarak) sonra SPF 9-11 giinliik embriyolu tavuk
yumurtasi veya TOK’a ekim yapilir. Eger sus hiicreye adapte degilse ve asidan elde
edilmediyse birinci inokulasyonda embriyoda genellikle sinirli makroskopik etki
vardir. Normalde, yumurtalardan toplanan allantoik sivilar infeksiyondan sonraki 3-6
giinden sonra toplanarak havuz haline getirilir. Bu havuz 1/5-1/10 oraninda
antibiyotikli siv1 iceren besiyerinde diliie edilir. Bu sekilde toplamda 3-4 kez
pasajlanir. Tipik bir saha susu 2.-4. pasaj sonrasinda embriyoda kivrilma, tiiy
distrofisi, bobrekte mezonefrozda iirat birikimi ve ciicelik gibi goriiliir diizeyde
degisiklikler meydana getirir. Daha sonraki pasajlarda etken yumurtaya adapte
olduk¢a embriyoda mortalite meydana gelir (Anonim; OIE, 2013). infektif allantoik
stvilar -20 °C veya daha diisiik sicakliklarda kisa siireli olarak, -60 °C’de uzun
donem veya +4 °C’de liyofilize olarak saklanabilmektedir. IBV’yi saha
materyelinden direkt izole etmek ig¢in 19-20 giinliik embriyolardan elde edilen
TOK’lar kullanilabilir (Cook ve ark.,1976). Trakeal organ kiiltiiriiniin infekte
edilmesi sonrasinda 24-48 saat i¢inde siliostazis meydana gelmektedir. Siliostazis
diger viriisler tarafindan da meydana getirilebilir. Bu durum IBV’den siiphelendirir,
ancak serotiplendirme ve genotiplendirme metotlariyla onaylanmalidir (Esendal,

2002; OIE, 2008).

1.5.1.2. IBV Antijenlerinin Saptanmasina Dayali Konfirmasyon

IBV’nin direkt olarak saptanmasinda postmortem materyaller veya embriyolu
tavuk yumurtasinda c¢ogaltilan viriisler, IBV spesifik poliklonal serumlar veya
monoklonal antikorlar kullanilarak uygulanan immunofloresan,
immunohistokimyasal veya immunoperoksidaz teknikleriyle incelenebilmektedir.
Ancak direkt saha orneklerinden elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi spesifik

olmayan reaksiyonlardan dolayr her zaman kolay degildir. Trakeal materyaller ve
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allantoiksivilar i¢in agar jel presipitasyon (AGP) testi kullanilabilir. AGP,
beklenenden daha duyarli bir testtir ¢ilinkii infekte tavuk embriyosundaki IBV
presipitan antijenin miktar1 bazen diisiik olabilmektedir. Ayrica koriyoallantoik
membran kesitleri veya allantoik sivi hiicre sedimenti, immunofloresan veya
immunoperoksidaz testleriyle incelenebilmektedir. IBV ile infekte edilmis trakeal
organ Kkiiltiiri (TOK)  fikzasyon yapmadan disik giicte (10x) biiyiitmede
immunofloresan teknigiyle test edilebilmektedir. IBV ile infekte allantoik sivilardan
ve trakeal organ kiiltlirlinden indirekt olarak monoklonal antikorlarla veya antijen-
capture ELISA ile serotip olarak identifiye edilebilir (de Wit, 2000; Jackwood ve de
Wit, 2013).

1.5.1.3. IBV’nin Molekiiler Yontemlerle Konfirmasyonu

IBV’nin direkt olarak klinik 6rneklerden saptanmasinda real time RT-PCR testi
(kantitatif PCR/q-PCR) gittikge daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir
(Callisson ve ark., 2006). Bu test kullanilarak, kisa zaman icinde fazla sayida
materyal daha diislik maliyetli olarak incelenebilmekte ve 6rnekteki viral niikleik asit

seviyesi belirlenebilmektedir (Jackwood ve de Wit, 2013).

Konvansiyonel RT-PCR’da ise IBV niikleik asidinin belirlenmesinde pozitif
sonu¢ alabilmek i¢cin ETY’de wvirlis genetik materyalinin ¢ogaltilmasi
gerekebilmektedir. RT-PCR’in spesifitesi ve sensitivitesi Ornegin tiiriine gore
degisebilmektedir. Klinik ornekler (6rnegin; trake, bdbrek, digski vb.) spesifik
olmayan inhibitorleri igerebilir ki bu durum PCR sensivitesini diisiirecektir. Bu
durumda istemeyen inhibitorlerin ortadan kaldirilmasi i¢in RT-PCR o6ncesi tercih
edilecek olan RNA’nin saflagtirilmasi gerekmektedir. Reaksiyon performansini
etkileyen diger 6nemli etki ise 6rnek i¢inde bulunan Mg2" ve Mn2" gibi iyonlarin
miktaridir. Bu yiizden her teknikte oldugu gibi RT-PCR uygulamasinda da bu gibi
ornekler i¢in en ideal reaksiyonun dogrulanmasi gerekmektedir. Ayrica testin
performansin1 ve olast kontaminasyonlar1 kontrol etmek i¢in uygun kontrollerin

kullanilmast gerekmektedir (Jackwood ve ark., 1997). RT-PCR’da uygun primer
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secimi test spesifitesi i¢in esastir. Eger grup spesifik bir uygulama gerekiyorsa
cogaltilacak gen bdlgesinin tiim IBV suslarini iceren korunmus bir bolge olmasi
gerekir. Eger kullanilan primer biitlin IBV’leri saptayamiyorsa yanlis negatif
sonuclar meydana gelecektir (de Wit, 2000). RT-PCR testinin temel kullanimi viriis
identifikasyonu ve IBV salginlarinin epidemiyolojisinin anlagilabilmesidir. Ancak bu
test IBV tiplerini belirlemede yeterli degildir ve viral patojenite hakkinda bilgi
vermemektedir (de Wit, 2000; OIE, 2013; Jackwood ve de Wit, 2013).

Nested RT-PCR, konvansiyonel RT-PCR ile karsilastirildiginda daha uzun bir
bolgenin amplifikasyonunun ardindan bu bdlgenin igerisinde yer alan daha kisa bir
bolgeye yonelik ikinci bir amplifikasyon uygulandigi i¢in daha spesifik ve duyarlidir
(Cavanagh ve ark., 1998; Cavanagh ve ark., 1999). Bazi 6rneklerde viral RNA’nin az
miktarda olmasi durumunda ancak nested RT-PCR kullanilabilir. Nested RT-PCR
¢ok duyarli bir test oldugu i¢in rutin teshiste kullanimi ¢apraz kontaminasyon riskine
daha agik yanlis pozitif sonuglara neden olabilecegi diisiincesiyle hala tartismalidir.
Sonug olarak, RT-PCR testinin sadece viral niikleik asidi saptayabildigi ancak IBV
tiplerini belirlemede yeterli olmadig1 bilinmelidir (de Wit, 2000; Jackwood ve de
Wit, 2013).

1.5.1.4. IBV’nin Tiplendirilmesi

IBV saha suslarinin izolasyonu ve tiplendirilmesi viriisiin evrimsel gelisimini
takip etmek ve etkili as1 programlarmin gelistirilmesi i¢in  Onemlidir.
Serotiplendirmede kullanilan HI ve VN testleri doksanlardan sonra yerini RT-PCR’a
birakmistir. Saha suslarmin  ayriminda ve identifikasyonunda immiinolojik
tiplendirmenin yani sira RT-PCR ile c¢ogaltilan ¢cDNA’nin dizilendirilmesi veya
restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) gibi yontemler genotiplendirmede
kullanilmaktadir (Cavanagh, 1991; Jackwood ve ark.,1997; Keeler ve ark., 1998
Kusters ve ark., 1989; de Wit, 2000, Jackwood ve ark., 2005). Ayrica viral genomun
S1 gen dizilerinin karsilastirilmast son donemde asi c¢aligmalarinda VN ile
serotiplendirmeden daha ¢ok umut vaad etmektedir (Cook ve ark., 2012; Landman ve

ark., 2006; Mahmood, 2009).
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1.5.1.4.1. Serolojik Yontemler

Viriis serotipi Virlis notralizasyon (VN) veya hemagliitinasyon inhibisyon (HI)
testleriyle belirlenebilir. VN testi ETY veya TOK kullanilarak uygulanabilir. Test,
zahmetli ve zaman alicidir. HI testinin dezavantaji ise spesifik olmayan g¢apraz
reaksiyonlarin olabilmesidir. Gilinlimiizde VN ve HI testlerinin yerine molekiiler

tabanli testler almistir (Jackwood ve de Wit, 2013).

1.5.1.4.2. Genetik (Molekiiler) Yontemler

IBV olarak saptanan PCR iirlinleri; dizilendirme, restriction enzyme fragment
length polymorphism (RFLP) veya hibridizasyon teknikleriyle tiplendirilir. Bu
yontemlerle RT-PCR reaksiyonunun spesifitesi onaylanmis olur. Orneklerde IBV
tiplerini identifiye etmek icin S1 genine ait amplikonlar incelenmelidir.
Genotiplendirme metodlari, kisa siirede ¢ok ¢esitli IBV tiplerini belirlenebilmesi
acisindan avantajhidir. S1 genine ait amplikonlarin RFLP analizi ile gene ozgii
elektroforez bant paternleri degerlendirilerek IBV tipleri ayrimlanabilmektedir
(Kwon ve ark, 1993; Lin ve ark., 1991). Sus ya da tip spesifik primerler kullanilarak
genotip spesifik RT-PCR kullanilarak Mass, Conn, Ark, JMK, DE/072/92 ve
California viriisleri tiplendirilmistir (Keeler ve ark., 1998). IBV icin en ¢ok
kullanilan genetik tiplendirme metodu S1 geni veya S1 genindeki c¢ok degisken
bolgelere ait dizilerin ¢ogaltilip dizilendirilmesidir. Bu bilgi herhangi bir IBV tipini
belirlemek i¢in tan1 amaglh kullanilabilecegi gibi daha dnceden bilinmeyen saha sus
ve varyantlarinin saptanmasinda da kullanilabilir (Kingham ve ark., 2000; Lee ve
ark., 2003; Moore ve ark., 1998; Nix ve ark., 2000). Bilinmeyen saha izolatlar1 ve
varyantlarin filogenetik analizlerinin referans suslarla olan potansiyel iliskilerini
belirlemek ic¢in kullanilabilmesi dizilendirme yoOnteminin en 6nemli avantajidir

(Jackwood ve de Wit, 2013).
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1.5.1.5. Serolojik Tam

IBV'nin serolojik tanisi serumda bu virlise karst olusan antikorlarin
saptanmasina dayanmaktadir. Serum 6rneklerinin belli zaman araliginda test edilmesi
(6rnegin klinik belirtilerin baglangici ve 2 veya 3 hafta sonra) serolojik teshiste en
ideal yaklasimdir. Bu yontem ayni zamanda asi1 takibi ve asi sonuglart igin de
kullanilir (Anonim; Esendal, 2002). Klinik tablonun olusumuyla iyilesme dénemi
arasinda, IBV’ye karst olusmus olan antikor titresinin tespit edilmesi IBV
infeksiyonunun tanisinda kullanilmaktadir. Niikleokapsid (N), Membran (M)
proteinleri ve Spike 2 (S2) proteinin korunumlu boélgesi i¢indeki aminoasit
benzerligiyle baglantili olarak tiim IBV serotiplerinde ortak epitoplar (grup spesifik
antijenler) bulunmaktadir. Meydana gelen ilk IBV infeksiyonunda olusan tiim
antikor yanit1 serotip-spesifiktir. Daha sonra meydana gelen ikinci infeksiyon ayni
serotiple bile olsa, serumda daha genis bir antikor yaniti meydana gelir. Ciinkii
isletmelere ait tavuklarin tiimii modifiye canli asilar ve 6li asilarla IB’ye karsi
astlanmaktadir. Dolayisiyla sahadan elde edilen serumlar serotiplendirme i¢in ¢ok
kullanigh degildir. SPF tavuklar kullanilarak, deneysel olarak indiiklenen serumlar
serotiplendirme i¢in kullanilmalidir. ELISA, immunofloresan ve AGP testlerinin
tiimii grup spesifik antijenlere kars1 olusmus olan antikorlara baglandigi igin serotip
ayriminda kullanilamamaktadir (Jackwood ve de Wit, 2013). Giiniimiizde ELISA,
IBV’ye karsi olusan antikorlarin test edilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir. Test
kisa siirede, az maliyetle fazla sayida 6rnegin incelenmesine olanak saglar (Mockett
ve Derbyshire, 1981). ELISA teknigi olduk¢a duyarli bir metottur. Tip veya sus
spesifik olmayis1 test i¢in dezavantajdir, ancak saha kosullarinda asi titresinin
belirlenmesi veya siiriideki giincel IBV durumu ile ilgili bilgi vermesi agisindan
olduk¢a Onemlidir. ELISA i¢in ticari kitler bulunmaktadir. Bu kitler IBV
antikorlarin1 saptamak i¢in bir¢ok farkli stratejiyi temel alabilir. Genellikle bu testler
iretici firma tarafindan gelistirilmis ve test edilmistir. Bu ylizden, ELISA’y1
uygulayan kiginin tiretici firma talimatlarina uymasi oldukg¢a 6nemlidir. ELISA, IBV
infekte siirilerde infeksiyonun tespiti (broyler) i¢in de yaygin olarak

kullanilmaktadir. Eger 1B, ciftlikteki yakin siiriilerde de goriiliirse bu durumda viriis
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izolasyonu yapilmali ve virlis RFLP veya S1 gen dizilendirme yontemleriyle

genotiplendirilmelidir (Anonim; Jackwood ve de Wit, 2013; OIE, 2013).

Bazi durumlar IBV antikor tespitini etkileyebilmektedir. Ornegin infeksiyonun
meydana geldigi donemde siirli yast veya asilama durumu, infeksiyon veya asilama
sirasinda maternal antikorlarin varli§i veya asilama sirasinda bagisikligin olmasi,
orneklenen tavuk sayist (serum konversiyonunu tespit etmek i¢in Orneklenmesi
gereken tavuk sayisi hastaligin prevalansina ve test sensitivitesine baghdir) etkili
olabilmektedir. Ayrica serotipler arasi ¢apraz reaksiyonlar, yeni ve tahmin edilmeyen

IBV tiplerinin varlig1 antikor tespitini etkileyen faktorlerdendir (de Wit, 2000).

1.5.1.6. Ayirt Edici Tam

IB’nin klinik tablosu ND, ILT, diisiik-patojen avian influenza ve infeksiyoz
koriza gibi diger akut solunum sistemi hastaliklarinin  hafif formlariyla
karigabilmektedir. Paramyxovirus tip 1’in velojenik viserotropik veya norotropik
suslari, IBV’den daha yiiksek mortalite yaratir. Lentojenik ND  viriis
infeksiyonlariyla pndmotropik suslar1 ve avian influenzanin diisiik patojeniteli suslari
diisiik-degisken olabilecek diisiik mortaliteli solunum sistemi hastaliklar1 meydana
getirir. Bu suslar IB infeksiyonlariyla karisabilmektedir. Infeksiydz laringotrakeatis
stiriide yavas yayilma egilimindedir ama IB’den daha ¢esitli semptomlar meydana
getirir. Infeksiydz koriza ise IB’de sik rastlanmayan tipik bulgusu yiizde meydana
gelen siskinlikle ayrimlanabilir. IBV’de meydana gelen yumurta iiretiminde diisiis ve
kabuk kalitesindeki bozulmalar NDV, Al, ILT, Haemophilus gallinarum, kanatl
mikoplazmasi ve Egg Drop Sendrom (EDS) adenovirus ile benzerlik gosterir fakat

EDS’de farkl1 olarak yumurta i¢ kalitesi etkilenmez (Jackwood ve de Wit, 2013).

1.6. Sagaltim

Bu hastalik i¢in herhangi bir tedavi uygulanmamaktadir. ikincil bakteriyel

infeksiyonlarin Oniine gecebilmek i¢in genis spektrumlu antibiyotikler kullanilabilir.
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Uygulanan biyogiivenlik, sanitasyon ve karantina dnlemlerine karsin etkenin bulasict
karakteri genellikle bolgede bulunan tiim duyarli kanatlilar1 tehditeder. Viriise karsi
bagisiklik kazanan hayvanlar infeksiyondan kurtulurlar. Virlis 1siyla ve siradan

dezenfektanlarla kolayca yok edilebilir (Esendal, 2002).

1.7. Koruma ve Kontrol

1.7.1. Koruma

Infeksiydz bronsitis, kanatli yetistiriciliginde ekonomik kayba neden olan
hastaliklardan bir tanesidir ve meydana gelen kaybin biiylikliigii pek cok faktore
bagli olarak degisir. Virlis suslari, infeksiyon sirasinda siiriiniin yasi, beslenme
durumu ayrica gerek kiimes i¢i gerekse c¢evre kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak
hastaligin boyutu degismektedir. Bir¢cok kiimesin bir arada oldugu ciftliklerde
tavuklar1 IBV’den korumak neredeyse imkansizdir. Viriisiin yayilmas: karsisinda
biyogiivenlik Onlemleri yetersiz kalacaktir. IB asilamasi ile ilgili uzun yillardir
humoral bagisiklik yanitiyla ilgili ¢alismalar yapilmaktadir, ancak saha suslarinin
veya ast suslarinin  hiicresel bagisikliga olan etkisiyle 1ilgi yeterli bilgi

bulunmamaktadir (Cavanagh, 2007).

1.7.2. Asilama ile Kontrol

IB’nin asilama ile kontrolii yaklasik yarim yiizyildir uygulanmaktadir. Canli
asilar genellikle et-tipi yetistiriciliklerde kuluckahanelerde 1 giinliik civcivlere
uygulanir. Deneysel kosullarda virlilent homolog viriis ile yapilan asilamalarda 3
hafta icerisinde bagisiklig1 yeterli saglamadig1 goriilmiistiir. Bazen yakin gozetim
altinda yapilan ¢alismalarda bile homolog susla asilanan civcivlerden %10’ nunda
koruyucu immun yanit1 uyarabilecek cevabin alinamadigi goriilmiistiir. Bu sonuglar
tavuklarda IBV asilamasinda tek tip yanit meydana gelmedigini gostermektedir

(Cavanagh, 2007).
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Diinya’da en yaygin kullanilan Mass serotipini igeren asidir. Hatta bir¢ok
iilkede izin verilmis olan tek asidir, ama baska yerlerde birden fazla asiya izin
verilmigstir. Belli bir serotip veya genotipe ait asilar normalde iyi asilanmis olan
hayvanlar1 birden fazla susa karsi korumaktadir. Genellikle diger protektotiplere,
serotiplere ve genotiplere karsi diisiik veya yiiksek kismi bir koruma saglamaktadir.
Ast’ya karsi sekillenen yanit birgok faktdre bagli olarak degiskenlik gosterebilir.
Civcivin yasi, maternal antikor seviyesi, agmin immunojenitesi, miicadele edilen
saha susunun viriilensi, asilama ile virlisle karsilasma arasinda gecen siire, konagin
bagisiklanma yetenegi asilamayr etkilemektedir. Optimal kosullarda asilanan
tavuklar, uzun siireli bagisiklanabilir, broylerde bu durum hayat boyu siirebilir (de
Wit ve ark., 2010). Ancak, bunun aksine koruma kisa siireli de olabilir. Asilamadan
sonra 9. haftada titrede diisiis basladig1 bildirilmistir. Yumurtacilarda canli asilarla
asilama yagamlar siiresince bir¢ok kere tekrarlanir. IBV’nin sorun oldugu bolgelerde
tretim siiresi kisa olan broyler yetistiriciliklerinde bile asilamalarin tekrari
yapilabilmektedir. Izleyen asilarda farkli serotiplerin kullanilmasi diger serotiplere
kars1 daha genis bir koruma saglayabilmektedir (Cavanagh, 2007). Antijenik olarak
farklr iki canli atteniie as1 susu ile (Mass ve 4/91 gibi) asilama sonucunda bir¢ok
IBV tipine kars1 kapsamli bir ¢capraz koruma saglandig1 goriilmiistiir (Cook ve ark.,
1999; Terregino ve ark., 2008). Bu asilar iki hafta arayla uygulandiginda ikisinin
ayni anda uygulandig1 durumdan daha kapsamli bir ¢apraz koruma olusur. Canli as1
ile asilamanm etkisi saf hatlarda cesitlilik gdstermektedir. Ornegin bireyler
arasindaki genetik farklilik bagisiklik yanitinin etkisini degistirmektedir (de Wit ve
ark., 2010).

Nefropatojenik IBV susuna karsi gelistirilmis ticari bir as1 bulunmamaktadir.
Ama deneysel olarak bu ast calisilmistir. Homolog atteniie susla sprey olarak
asilamadan 4 hafta sonra saha susuna maruz birakilan hayvanlarda mortalite
tamamen azalmistir. Maruz birakilan virlis immunflorasan goriintiilemeyle
bobreklerde incelenmistir. Bu teknikle bobreklerinde viriis saptanan tavuklarin orani
homolog as1 ile asilamayla %84 oraninda disiiriilebilmistir. Ayni1 etki heterolog

asilamada meydana gelmemistir (Cavanagh, 2007).
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1.7.2.1. inaktif, Altiinite ve Vektor Asilar

Inaktif yag-emiilsiyonlu IBV asilar1 1960 ve 1970°li yillarda gelistirilmistir.
Amaclanan, yumurtacilarda uzun siireli bagisiklama saglayip yumurta veriminde
diisiisiin oniine gegmektir. Inaktive asilarin tek sefer uygulanmasi yumurta verim
kayiplarina karst ¢ok az veya hi¢ koruma saglamamis, trakedeki siliar aktivite

kaybina kars1 hi¢bir koruma olusturamamustir (Cavanagh, 2007).

Piirifiye inaktif IBV asilar1 solunum sistemi infeksiyonlarina karst belli
derecede (genellikle < %359) bir koruma saglamaktadir. Ozellikle yumurta
verimindeki kayiplarin 6niine gegilmesinde inaktif IBV asilarinin kullanimi basarili
olmustur. Ancak yumurtacilarda genel uygulama iki—ii¢ haftalik yasta canli as1 ile
asilama sonrasinda canli asilarin tekrarlar1 ve yumurtlamaya baglamadan kisa bir siire
once inaktif as1 ile asilama seklindedir. Subunit asilar S1 spike proteini saflastirilip,
baculoviriislerde ¢ogaltilarak elde edilmistir. Asilama sonucunda koruyucu bagisiklik
yanit1 uyarilsa da asmin birkag tekrar gerektirmesi ve koruma saglanan tavuklarin
¢ok diisiik olmasi bu asinin ticari bir as1 olarak kullanimi ic¢in oldukga elverissiz

bulunmustur (Cavanagh, 2007)

S1 proteini ayrica tavuk c¢icek virlisii ve adenovirlis vektorii kullanilarak
tavuklarda sentezlettirilmistir (Johnson ve ark., 2003). SI’in tavuklarda patojen
olmayan adenoviriis vektorii tek sefer verilerek ¢ogaltilmasi %90-%100 koruma
saglamigtir. Vektoriin kuslarda solunum sisteminde iyi ¢ogalmasi basarili sonug

alimmasinda etkili olmus olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Cavanagh, 2007).

Bu calismada, Tiirkiye'nin broyler yetistiriciligi yapilan tiim bolgelerinde 1B
stipheli siiriilerde, tek basamakli nested RT-PCR yontemi ile tespit edilen IBV'lerin
S1 geninin dizilendirilmesine dayali molekiiler karakterizasyonu ile iilkemize ait

varyant viriis suglarinin varliginin ortaya konmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Test Materyali ve Pozitif Kontroller

Klinik olarak hastalik semptomlar1 gosteren 13 ticari tavuk isletmesine ait
200 kiismesten toplanan ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kanatli Hayvan Hastaliklar1 Rutin Teshis Laboratuvari’na gonderilen
trakeler, trakeal svaplar ve organ materyalleri (akciger, ileo-sekal tonsiller, bobrek)

5-10 organ / trakeal svap olarak havuzlanarak test materyali olarak kullanildi.

Ornekleme hastaligin klinik bulgular1 ortaya ¢ikar ¢ikmaz yapildi, drnekler
soguk zincir kirilmadan laboratuvara ulastirilip islendi ve hemen isleme alinmayan
ornekler ise kisa siireli olarak -20°C’ de, daha uzun siire bekletilen 6rnekler -70 °C
dondurularak saklandi. Akut solunum sistemi semptomlar1 bulunan canli hayvanlarin
tist solunum yollarindan svaplarla veya nekropsi sonrasi trakeleri alinarak érnekleme
yapildi. Nefrit problemi goriilen hayvanlardan solunum sistemi materyallerine ek
olarak bobrek ve ileosekal tonsiller alindi. Orneklere ait bilgiler Cizelge 2.5'te

Ozetlenmistir.

Ayrica, Tirkiye’de kullanilan ticari IBV asilar1 da molekiiler tiplendirme ve
testlerde pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere incelendi. Calismada IBV’ ye ait

H120, 4/91 ve Ma5 as1 suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildi.

29



2.1.2. Testlerde Kullamilan Tampon Soliisyonlar, Cozeltiler ve Kitler

Cizelge 2.1. Kullanilan tampon soliisyonlar, ¢ozeltiler ve kitler.

No. Tampon/ Soliisyon Uretici Firma Orjini
1 Dietilpirokarbonath Su Thermo ABD
’ (DEPC-treatedwater) Scientific
, o) M1
5 Etanol Soliisyonu (% 75°lik) Sigma Aldrich ABD
3 Izopropanol Soliisyonu Sigma Aldrich ABD
4. Kloroform Soliisyonu Sigma Aldrich ABD
Phosphate Buffered Saline (PBS)
5. Soliisyonu Oxoid Ingiltere
Tris Borate EDTA Buffer Thermo
6. (TBE, x10) Scientific ABD
: ® . .
7. TRIzol Ambion /Life Carlsbad/ABD
Soliisyonu Technologies
8. RNeasy Mini Kit Qiagen ABD
9. QIAampViral RNA Mini Kit Qiagen ABD
10. Agarose Prona, Biomax Ispanya
11. Sephadex” GML Altendorf/Isvigre
RevertAid First Strand cDNA Thermo
12. Synthesis Kit Scientific ABD
SuperScript III One Step RT-PCR _ .
13. System with Platinum Taq DNA Invitrogen/ Llfe ABD
Technologies

Polymerase
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2.1.3. Testlerde Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Cizelge 2.2. Testlerde kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

No. Ekipman Uretici Firma Orjini
1. Jel Elektroforez Cihaz1 Thermo Scientific ABD
2. Elektroforez Gii¢ Kaynag: Thermo Scientific ABD
3. Hassas Terazi Scaltec ABD
a, pH Metre Model 420A Hollanda

Santrifiij Heraeus Pico 17
>. Thermo Scientific ABD
6. Biyogiivenlik Kabin Thermo Scientific Almanya
7. Is1 Blogu Bio TDB-100 Letonya
8. | Nano-Drop Spektrofotometre Cihazi Thermo Scientific ABD
9. ThermalCycle Thermo Scientific ABD

. . Elite 300 Plus Power

10. Gili¢c Kaynagi Supply ABD
11. UV-Transilluminator Gene Genlgs, Syngene, Bio ABD

Imaging System
g L Digital Graphic Printer,

12. Fotograf Makinesi UP-D895, Sony ABD
13. Vorteks Fine Vortex Kore
14. TissueLyzer Qiagen ABD

2.1.4. Embriyolu Tavuk Yumurtasina (ETY) Ekilerek Kullanilan Materyaller

Laboratuvarimiza 2011-2012 yillar1 igerisinde gonderilip -70 °C’ de
dondurularak muhafaza edilmis olan 125 kiimese ait organ materyalinden hazirlanan
inokulumlar 9-11 giinlik patojenlerden ari ETY'nin koriyoallantoik bosluguna her
ornek i¢in 3'er adet yumurta kullanmilip, 3 kez pasajlanarak etken izolasyonu

gerceklestirildi.
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SPF embriyolu tavuk yumurtalari Ankara Etlik Veteriner Kontrol Merkez

Arastirma Enstitiisii'nden temin edildi.

2.1.5. RT- PCR Testinde Kullanilan Primer Ciftleri

Cizelge 2.3. Kullanilan primer ¢iftleri.

Primer Oligoniikleotid Dizisi Gen | Uriin Referans

f-XCE1 | 5'-CACTGGTAATTTTTCAGATGG-3' . .
Rimondi ve ark.

S1 380bp (2009)
r-XCE3 5'-CAGATTGCTTACAACACC-3'
Ccu2 5'-TGGTTGGCATTTACAYGG-3' ) )
Rimondi ve ark.
S1 609bp
(2009)
IBVrev 5'-CCATCTGAAAAATTACCAGT-3'
FOR1 S'-CTTTTGTTTGCACTATGTAG-3' Pohuang ve ark.
S1 878bp (2009)
RE3 5'-TAATAACCACTCTGAGCTGT-3'
FOR2 5'-CAGTGTTTGTCACACATTGT-3' Pok L
3] 400bp ohuang ve ark.

2009
RE2 5'-CCATCTGAAAAATTGCCAGT-3' ( )

SFI-SQHgOd 5“TGAAAACTGAACAAAAGA-3' | S1 | 700bp | OIE, (2008)
mo

R - CK2 5-CNGTRTTRTAYTGRCA-3' S1 | 700bp | OIE, (2008)

2.1.6. IBV Porzitif RT-PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

PCR irilinleri, BigDye Terminator v3.1 Cycle Squencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, California, ABD) firetici firma tarafindan belirtilen
talimatlara gore reaksiyon basina 30 ng template kullanilarak direkt olarak
dizilendirildi. Dizilendirmede yontem olarak dideoksi zincir sonlanma reaksiyonu
kullanilmis olup, ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) kapiller

elektroforez sistemi ile gergeklestirildi..
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2.1.7. Testlerde Kullanilan Pozitif Kontroller

Cizelge 2.4. Kullanilan pozitif kontroller.

No. As1 Susu Uretici Firma Orijini
1. Ma5/ Canl1 Asi Nobilis, Intervet Holland
2. H120/ Canl1 Ast Nobilis, Intervet Holland
3. 4/91/ Canl1 As1 Nobilis, Intervet Holland

2.2. Yontem

2.2.1. Ornekleme

Calismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali Kanatli Hayvan Hastaliklar1 Rutin Teshis Laboratuvari’na 2011-2014 yillarinda

solunum sistemi semptomlar1 gosterip IBV siiphesiyle gonderilmis, toplam 200

kiimese ait organ veya trakeal svap ornekleri kullanildi. Bu 6rneklerden 125 kiimes

materyali anabilim dalma 2011-2012 yillarinda gdnderilmis olup

-70°C’de

dondurularak muhafaza edildi. Diger 75 kiimese ait materyaller, direkt organ

materyali olarak ETY'ye ekilmeden doku homojenizasyonlari yapildiktan sonra RNA

izolasyonuna tabi tutuldu. Orneklenen isletmelerin bdlge olarak dagilimi, kiimes

sayist ve Ornek tiirii Cizelge 2.5'te gosterilmistir.

33



Cizelge 2.5. Orneklenen isletmelerin bdlge olarak dagilimi, kiimes sayisi ve drnek tiiril.

Orneklenen Kiimes

Isletme Bolge Sayist Ornek Tiirii
Trake
Isletme 1 Ege 13 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 2 Ege 6 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trakeal svap
Isletme 3 Ege 4 (10 Hayvan-Havuz)
‘ Trake (5-10 Hayvan-
isletme 4 I Anadolu-.Batl 50 Havuz), 3 kumgsten Sekal
Karadeniz Tonsil
. Trake
. I¢ Anadolu-Bat1
Isletme 5 Karadeniz 5 (5-10 Hayvan-Havuz)
. Trake
. I¢ Anadolu-Bat1
Isletme 6 Karadeniz 50 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 7 Marmara 19 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 8 Marmara 1 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 9 Marmara 3 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 10 Akdeniz 3 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake-Akciger
. . (5-10 Hayvan-Havuz) 1
Isletme 11 Akdeniz 31 Kiimesten Bobrek
Trake
isletme 12 Dogu Anadolu 10 (5-10 Hayvan-Havuz)
Trake
Isletme 13 Orta Karadeniz 5 (5-10 Hayvan-Havuz)
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2.2.2. Embriyolu Tavuk Yumurtasina (ETY) Ekim Yontemi

Eksi yetmis santigrat derecede dondurularak muhafaza edilmis olan 125
kiimese ait organ materyalinden etkenin izolasyonu ETY ’ye ekilerek gerceklestirildi.
Bu amagla Office International Epizooties Terresterial Manual (OIE, 2008)’inde
belirtilen protokol uygulandi. Trake ve ileosekal tonsillerden olusan materyal grubu
OIE’ de anlatildig1 sekliyle 6n muameleye tabi tutuldu. Materyaller, antibiyotik
(10,000 IU/ ml penicilin, 10,000 pg/ml streptomisin) ve 25 pg/ml Amfoterisin B
iceren tamponlanmig fosfat tuzuyla (phosphate-bufferedsaline, PBS) (pH 7,0 veya
7,2) %20 agirlik/hacim oraninda karistirilarak homojenize edilip, sonrasinda diisiik
devirli olarak santrifiije (1500 x g 15 dk.) edildi. PBS’e alternatif olarak nutrientbroth
ve organ materyalleri i¢in doku kiiltiir medyumu kullanilabildigi belirtilmistir (OIE,
2008).Ust s1v1 toplanarak 0,22-um’lik-sterilpolietersiilfon filtreden gegirildi. Filtre
edilmis olan {ist s1v1 9-11 giinliik 6zel patojenlerden ari (specific pathogen free, SPF)
ETY’nin koriyo-allantoik bosluguna her Ornek icin 3’er yumurtaya steril insiilin
enjektori ile 0,2 ml miktarinda inokiile edildi. Yumurtalarin inkiibasyonu 37 °C’de
ayarh etiivlerde alt1 giin boyunca her giin ooskopla canlilik kontrolleri yapilarak
gerceklestirildi. Ik 24 saat icinde meydana gelen oliimler non-spesifik olarak
degerlendirildi. Ikinci giinden sonra élen yumurtalarin allantoik sivilar1 toplanmaya
baslandi, altinct glin yumurtalar +4°C’de 4-6 saat bekletilerek inkiibasyon
sonlandirildi. Inkiibasyonu sonlandirilan yumurtalardan da allantoik sivilar topland:
ve her 6rnege ait allantoik sivilar havuz yapilip antibiyotikli PBS ile 1/5 veya 1/10
oraninda seyreltilerek toplamda 3 pasaj olacak sekilde ETY de pasajlanmaya devam
edildi. OIE (2008)’ye gore IBV’ nin birincil izolasyonu i¢in hiicre kiiltiirii tavsiye
edilmemektedir. Tiim allantoik sivilar kisa siire i¢in -20 °C’ de daha uzun siire

depolanacak olanlar -70 °C’ de muhafaza altina alindi.
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2.2.3. Nested-RT PCR

2.2.3.1. RNA Ekstraksiyonu Oncesi Orneklerin Hazirlanmasi

ETY’ye 3 kere pasajlanmis olan 125 kiimese ait materyalden her birinin 1.
pasaj, 2. pasaj ve 3. pasaj korio-allantoik sivilarindan RNA ekstraksiyonu

gergeklestirildi ancak teshis amacli olarak 3.pasaj allantoik sivilari kullanildi.

Diger 75 kiimese ait organ materyalleri (akciger, trake, iliosekal tonsil, bobrek)
ve trakeal svaplar homojenize edildikten sonra RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Organ ornekleri PBS ile 1/10 agirlik/hacim'i agmayacak sekilde sulandirilip Tissue
Lyzer cihazi kullanilarak homojenize edildi. TRizol kit protokiilinde PBS’e
alternatif olarak doku homojenizasyonunun TRIzol soliisyonu (1/10 w/v) ile
gerceklestirilebilecegi belirtilmektedir. Geriye kalan trakeal svap ornekleri ise (10
adet/kiimes) havuz yapilarak 1 ml PBS ile 20-30 saniye vortekslenip, iyice karigmis
olan homojenattan 100-200 pl alinip RNA izolasyonu i¢in kullanild.

2.2.3.2. RNA Eldesi (Ekstraksiyonu)

RNA izolasyonu i¢in OIE (2008) ticari kitlerin kullanimin1 6nermektedir. En
ideal RNA izolasyonunu belirlemek i¢in 2 farkli prensibe (spin kolon yontemi ve
guanidium tiyosiyanat fenol-kloroform ekstraksiyonu) dayanan ticari kitler
kullanildi. Bu amagla RNeasy Mini Kit, QIAampViral RNA Mini Kit ve TRizol”
sollisyonu pozitif kontrol olarak kullanilan Ma5, H120, 4/91 as1 suslarinin izolasyonu
icin tiretici firma tarafindan Onerilen prosediirle denendi. Her ii¢ yontemle de RNA
izole edildi. Daha sonrasinda organ materyallerinden RNA izolasyonunda TRizol
soliisyonu daha etkili bulundugu i¢in RNA izolasyon yontemi olarak guanidium
tiyosiyanat fenol-kloroform ekstraksiyon prensibine dayali yontemle teze devam

edildi (Kingham ve ark., 2000; Liu ve Kong, 2004).
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2.2.3.2.1. Saha Orneklerinden Viral RNA Eldesi

Saha 6rneklerinden RNA izolasyonu amaciyla TRIzol® soliisyonu (Ambion,
Invitrogen) fiiretici firma tarafindan oOnerilen prosediir dogrultusunda kullamildi.
Biyogiivenlik kabini i¢erisinde gergeklestirilen bu prosediire gore, homojenize edilen
organ ve trakeal svap materyalleriyle toplanip havuzlanan korio-allantoik sivilar
steril, deoksiribonukleaz (DNAse) ve ribonukleaz (RNAse) enzimlerinden ari
ependorflar igerisine konuldu. Uzerlerine homojenizasyonda kullanilan érnek hacmi
TRIzol soliisyon hacminin % 10’nunu gegmeyecek sekilde TRIzol denatiirasyon
soliisyonundan 1’er ml eklenerek vortekslendi ve niikleoprotein komplekslerinin
ayrigtirtlmasi i¢in Ornekler oda sicakliginda 5 dakika tutuldu. Bu homojenizasyon
koriyo-allantoik sivilar i¢cin TRIzol ile esit hacimde (400-500 pl) kullanildi (Adzhar
ve ark., 1997). Daha sonra ornekler {izerine 200 ul kloroform eklendi, 15 saniye
vortekslendi ve oda sicaklifinda 2-3 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda 6rnekler
faz separasyonu ig¢in, sogutmali santrifiijda, +4 °C’de, 12000 devirde 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda karigim kirmiz1 renkli alt faz (fenol-kloroform
faz1), beyaz renkli ara faz ve de renksiz iist sivi faz olarak ayrildi. DNA ve proteinler
ara ve alt fazda toplanirken RNA renksiz olan iist fazda toplandi. Ustteki s1vi faz yeni
hazirlanmis steril ependorf tiipleri icine alindi. Bir mililitre TRIzol’e 0,5 ml
izopropanol olacak sekilde drneklere ilave edildi. Ornekler oda sicakliginda 10-15
dakika kadar tutulduktan sonra 10 dakika, +4 °C’de, 12000 devirde santrifiij edilerek
RNA presipite edildi. RNA peleti tiipiin dibinde ve yan tarafinda jel benzeri bir
presipitat olusturdu. Izopropanol siipernatant: dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Pelet
iki kez 1 ml %75’lik etanol ile vortekslenip 7500 devirde 5 dakika santrifiije edilerek
yikandi. Vakum altinda ya da havada kurutmak suretiyle RNA peleti 5-10 dakika
kurutuldu. RNA peleti, 50 pl % 90’lik DNAse, RNAse enzimlerinden ari su ile
pipete edilerek c¢ozdiiriildiikten sonra 55-60 °C’de 10-15 dakika inkiibe edildi.
RT/PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de daha uzun siireli muhafaza edilmek

istenen Ornekler ise -70 °C’de saklandi.
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2.2.3.2.2. As1 Orneklerinden Viral RNA izolasyonu

Liyofilize halde bulunan as1 viriisleri Ma5, H120 ve 4/91 {izerlerine 1 ml
niikleaz ari su ilave edilerek ¢ozdiiriildii. Vortekslenerek karistirildiktan sonra 100 pl
hacim alinarak yukarida bildirildigi sekilde TRIzol® soliisyonu kullamilarak total
RNA izolasyonu gerceklestirildi.

2.2.3.3. Reverse Transkripsiyon Asamasi

RNA izolasyonu sonrasi RNA miktarlar1 ve saflik degerleri nano-drop
spektrofotometreyle Olciildii (Nanodrop, Thermo Scientific). Adzhar ve ark.
(1997)’nin  onerdigi  iizere RNA’lar komplementer DNA’lart  (cDNA)

sentezlenmeden once 20 kat sulandirildi.

2.2.3.4. Niikleik Asitlerin Nested-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested-PCR) ile
Cogaltilmasi

Niikleik asitlerin ¢ogaltilmas1 dncesinde uygulanan RT asamasi iki basamakli
ve tek basamakli olarak iki farkli kit prosediirii kullanilarak denendi. PCR y&ntemi
olarak nested PCR'a karar verildikten sonra uygulamasi daha kolay oldugu i¢in ve

kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla RT asamasi tek basamakli olarak yapildi.

ki Basamakh Reverse Transkripsiyon

Bu amagla RevertAid RT Kit (Thermo Scientific, USA) cDNA sentez kiti
{iretici firma talimatlarina uygun sekilde uygulandi. Ilk olarak kalip RNA (2 pl),
DNase ve RNase ari su (8 pl), reverse primer (10 pmol/2 pl) toplamda 12 pl olarak
her 6rnek i¢in niikleaz ari ependorflara alindi. Bu karisim 65 °C’de 5 dakika kadar
bekletildi sonra direkt olarak buza alindi. Ikinci karisgim cizelge 2.6.°teki kit

bilesenleri belirtildigi miktarda eklenerek hazirland1 ve 6rnek basina 8 pl olacak

38



sekilde dagitildi. Ornekler vortekslendi ve kisa bir santrifiij sonrasinda 42 °C’de 60
dakika ¢cDNA sentezi icin inkiibasyona birakildi. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in 70
°C’de 5 dakika 1s1 blogunda bekletildi. Elde edilen kalip cDNA bir sonraki asama
olan nested-PCR’ da hemen kullanild1 ya da daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de

kisa stireli olarak muhafaza edildi.

Cizelge 2.6. ki basamakli reverse transkripsiyon bilesenleri.

Bilesenler Miktar
5x Reaksiyon Buffer 4 ul
RiboLockRNase Inhibitérii (20 U/ul) 1l
10mM dNTP karisim 2 ul
ReverAid RT (200 U/ pl) 1 pl
Toplam 8 ul

Elde edilen kalip cDNA’nin c¢ogaltilmasinda uygulanan nested-PCR
yonteminin I. asamasinda 878 bazlik bolgeyi ¢cogaltan forward FOR1 ve reverse RE3
primer ¢ifti kullanildi. PCR reaksiyonunun final hacmi 25ul olup, karisim &rnek
basina 10x PCR buffer 2,5 ul, 25 mM MgCl, 3ul, 10 mM dNTP 0,5 ul, forward
primer 1 pl, reverse primer 1 pl, tag DNA polimeraz 0,2 pl, niikleaz ari su 14,8 pl
olarak hazirlandi. Kalip ¢cDNA 2 pl olarak reaksiyona sokuldu. Reaksiyon
karigimlarinin hazirlanmasi siiresince kuru buz iizerinde calisildi. Kalip DNA’nin
cogaltilmas1 asamasi Onceden programlanmis olan thermal cycler’da 94 °C 3
dakikalik 6n denatiirasyonu takiben her biri 94 °C 1 dakika denatiirasyon, 54 °C
primer baglanmasi, 72 °C 1 dakika ekstensiyon seklinde 3 adimda olusan toplamda
30 siklusta gerceklestirildi. Son siklusu izleyen 72 °C’de 7 dakikalik son ekstensiyon
asamasinin ardindan elde edilen iiriinler nested-PCR’ 1 ikinci amplifikasyonunda
kalip DNA olarak kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi. Ikinci amplifikasyon

asamasinda, [.’de kullanilan PCR reaksiyon karigiminda kullanilan bilesenler aymn
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miktarlarda kullanild1 sadece farkli olarak primer ¢iftleri 400 bazlik bolgeyi ¢cogaltan
forward yonde FOR2 ve reverse yonde RE2 olarak degistirildi. PCR inkiibasyon
kosullart I. inkiibasyonla aynmi sekilde uygulandi. Elde edilen iiriinler agaroz jel
elektroforezinde inceleninceye kadar +4 °C’de, daha uzun siireli kullanim i¢in ise -20

°C’de saklanda.

Tek BasamakliReverse Transkripsiyon

Tek basamakli RT-PCR reaksiyonu i¢in SuperScript III One-Step RT-PCR
Systemwith Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) ticari kiti protokolii
belirtilen talimatlara gore gerceklestirildi. Bu amagla TRIzol soliisyonu ile izole
edilen RNA’larin spektrofotometrik 6l¢timleri yapildi ve her reaksiyonda 0.01 pg-1
ng araliginda reaksiyona sokuldu. Bu reaksiyon ic¢in acik dizileri ¢izelge 2.4.de
verilen Pohuang ve ark. (2009) tarafindan kullanilmis olan 878 bazlik boélgeyi
cogaltan FOR1 ve RE3 primer ¢ifti kullanildi

Cizelge 2.7. RT-Reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler Miktar
2X Reaksiyon Karigimi
12.5 ul
RNA Template
1 ul
F Primer (10 pM)
1l
R Primer(10 uM)
1 ul
Taq (SuperScript Platinum) Ll
u
Niikleaz Ari Su
8.5 ul
Toplam 25 ul
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Reaksiyon kosullar1 SuperScript III One-Step RT-PCR System with Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) ticari kit protokoliinde tavsiye edilen

degerler goz oniine alinarak modifiye edildi.

Cizelge 2.8. RT-Reaksiyon kosullari.

Asama Sicaklik ve Siire

cDNA sentezi 55°C 30 dk

On Denatiirasyon 94 °C 2 dk

Denaturasyon 94°C15s

Baglanma 54°C30s 40 siklus
Ekstensiyon 68 °C 60 s

Son Ekstensiyon 68°C 5 dk

Bu inkiibasyon sonunda elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezinde

inceleninceye kadar +4 °C’de, daha uzun siireli kullanim i¢in ise —20 °C’de saklandu.

Tek basamakh RT ile nested-PCR uygulamasi

Tek basamakli nested-RT PCR reaksiyonu SuperScript III One-Step RT-PCR
System with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) ticari Kkiti
protokoliinde belirtilen talimatlara gore gerceklestirildi. Protokoliin ilk basamagi olan
RT asamasini da igine alan reaksiyon bir dnceki boliimde ayrintili olarak anlatildu.
Bu reaksiyonun sonunda elde edilen {iriin nested-PCR’1n II. asamasinda 400 bazlik
bolgeyi cogaltan forward FOR2 ve reverse RE2 primer ¢ifti kullanilarak tekrar
cogaltildi. PCR reaksiyon karisimi1 6rnek basina 10x PCR buffer 2,5 pl, 25 mM
MgCl, 3 pl, 10 mM dNTPO.5 pl, forward primer 1 pl, reverseprimer 1 pl, taq DNA
polimeraz 0,2 pl, niikleaz ari su 14,8 pl olarak hazirlandi. Nested RT-PCR’ mn .
basamagindan elde edilen kalip DNA 2 pl olarak reaksiyona sokuldu. Reaksiyon

karisimlarinin hazirlanmasi siiresince kuru buz iizerinde calisildi. Kalip DNA’nin
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cogaltilmas1 asamasi Onceden programlanmis olan thermal cycler’da 94 °C 3
dakikalik 6n denatiirasyondan sonra 94 °C 1 dakika denatiirasyon, 54°C primer
baglanmasi, 72 °C 1 dakika ekstensiyon gseklinde toplamda 30 siklusta
gercgeklestirildi. Son siklusu takiben 72 °C’de 7 dakikalik son ekstensiyon agamasinin
ardindan ornekler agaroz jel elektroforezinde inceleninceye kadar +4 °C’de, daha

uzun siireli kullanim ig¢in ise -20 °C’de saklandi.

2.2.3.5. Niikleik Asitlerin Goriintiilenmesi

2.2.3.5.1. Agaroz Jel-Elektroforezi

Nested RT-PCR sonucunda amplifiye olan o&rneklerin elektroforezinde
%1,5’luk agaroz jel kullanildi. Bunun igin 1,5 g agaroz (Prona, Ispanya) tartilarak
steril bir erlenmayere konuldu. Uzerine TBE (trisborate EDTA) buffer’dan (x 0,5
konsantrasyonda) 200 ml eklenerek karistirildi. Mikrodalga firinda bir iki kere
calkalanarak kontrollii sekilde 1,45 saniye kadar kaynatilarak eritildi. Eriyen agaroz
sogutulduktan sonra icerisine ethidium bromide (0,5 pg/ml) eklenerek karistirildi ve
yatay elektroforez cihazinin kalibina dokiildii. Hemen tarak yerlestirilerek 6rneklerin

eklenecegi gozler agar ilizerinde acildi. Agar iyice katilastiktan sonra tarak ¢ikartildu.

2.2.3.5.2. Jelin Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina jelin
ylizeyini kaplayacak sekilde 0,5xTBE buffer konuldu. Nested RT-PCR o6rneklerine
% 20 oraninda yiikleme boyas1 (loading dye) eklenip karistirildiktan sonra jeldeki
gbzlere 10 pl’lik hacimlerde yiiklendi. Birinci géze 100bp DNA marker eklendi.
Elektroforez cihazi giic kaynagina baglanarak sabit akimda 180 volt’ta 60 dakika
elektroforeze edildi. Sonuglar UV-transilluminator’da incelenerek UV-filtreli

polaroid fotograf makinasi ile goriintiilendi.
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2.2.4. RT-PCR Uriinlerinin Dizilendirilmesi

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

RT-PCR sonrasi elde edilen firtinler QIAquick Spin Miniprep (Qiagen) kit
prosediiriine uygun olarak saflastirildi. PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen 400
bazlik bolge bistiiriyle kesilip jelden ¢ikartildi. Jeller 400 mg’1 agsmayacak miktarda
steril ependorf tiiplere alind1 ve %1,5’luk agaroz jel i¢in 4 hacim kadar DNA’nin
filtreye tutulumunu arttiran QG buffer eklendi. Her 2-3 dakikada bir vortekslendi, 50
°C’de 10 dakika inkiibe edilerek jelin tamamen erimesi saglandi. Karigima 100 pl
izopropanol eklendi.QIAquickspin kolonuna alinan 6rnekler 13000 devirde 1 dakika
santrifiije edildi. Daha sonra 500 ul QG buffer eklenip tekrar 13000 devirde 1 dakika
santrifiije edilip siizlintii atildi. DNA’y1 yikamak i¢in 750 ul PE buffer eklendikten
sonra 5 dakika beklendikten sonra 13000 devirde 1 dakika santrifje edilip siiziintii
atildi. QIAquick kolon 1,5 ml’lik steril mikrosantrifuj tiipline alindi. DNA’y1
filtreden stizmek icin 50 pl eliisyon tamponu (elution buffer) QIAquick membraninin
merkezine birakilip 4 dakika inkiibe edildikten sonra 13000 devirde 1 dakika
santrifijje edildi. Saf DNA mikrosantrifuj tiiplinde toplandi. Elde edilen DNA, 1
hacim yiikleme boyasi, 5 hacim ornekle karistirilip %1,5 agaroz jelde elektroforez
cihazi gli¢ kaynagia baglanarak sabit akimda 180 volt’ta 30 dakika elektroforeze
edildi. Sonuglar UV-transilluminator’da incelenerek DNA’nin miktar1 ve safligi

kontrol edildi.

S1 geni Cok Degisken Bolgesinin Dizi Analizi

Tek basamakli ve iki basamakli nested-RT PCR sonucunda pozitifligi
saptanan Ornekler QIAquick Spin Miniprep (Qiagen) saflagtirma kiti kullanilarak
saflagtirildi. Saf DNA’lar FOR2 ve RE2 primer c¢ifti kullanilarak BigDye Terminator
v3.1 Cycle Squencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, ABD) iiretici
firma tarafindan belirtilen talimatlara gore reaksiyon basina 3-30 ng template

kullanilarak dizilendirildi.
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Dizileme Reaksiyonu
Saflastirilip kontrol edilen DNA’lar BigDye Terminator v3.1 Cycle

Squencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, ABD) kullanilarak
dizilendirildi. Saf DNA’lar (cycle sequence) sekans PCR’1 asamasina tabi tutuldu.

Cizelge 2.9. Dizileme PCR reaksiyonu bilesenleri.

Bilesenler Miktar
BigDye Karigimi 2ul
5X buffer 2 ul
PCR f{iriinii 1-2 pl
dH,O 2 ul
Primer Forward veya Reverse (3.32 pmol) 2 ul
Toplam 10 pl

Reaksiyon bilesenleri belirtilen oranlarda hazirlanip 6rnek basina 8 pl karisim
1-2 pl PCR iriinii toplamda 10 pl olarak 200 pl’lik PCR tiiplerine alindi.
Dizilendirmek i¢in dizileri 6nceden bahsedilmis olan FOR2 ve RE2 primerleriayri
mikslerde hazirlanarak kullanildi. Sekanslar forward ve reverse olarak her iki yonde
(cift yonlii dizileme) incelenmistir. Thermalcycler’da 96 °C’ de 1 dakika, 96 °C’ de
10 saniye, 50 °C’ de 5 saniye, 60 °C’ de 4 dakika 25 tekrarli olarak inkiibe edildi.
Elde edilen iiriinler baglanmayan ddNTP’lerin ortamdan uzaklastirilmasi igin tekrar

saflagtirildi.

Sekans PCR’1 Sonucu Elde Edilen Uriinlerin Saflastiriimasi

Bu amagla Sephadex” jel filtrasyon sistemi tiretici firmanin talimatlarina gore
hazirlandi. Toz halde bulunan Sephadex’in 1 grami 13 ml niikleaz ar1 su igerisinde
¢ozdiiriildii. lyice ¢alkalanarak homojen hale gelen jeldz kivamli karisim 750 pl
filtrasyon sisteminde bulunan 6zel filtreli kolonlara alinip koleksiyon tiiplerine

yerlestirildi ve 4600 devirde 2 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinde biriken
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sivi atildi. Kolonun iginde katilasan jel’in bu siirecte catlamamis olmasina dikkat
edildi. Oncesinde elde edilen sekans PCR fiiriiniiniin tiimii (10 pl) kolonun
icerisindeki kati jelin ortasina pipet ucu degdirilmeden dikkatlice birakildi. Tekrar
4800 devirde 2 dakika santrifiij yapildi. Koleksiyon tiipinde biriken sivi sekans
tirtinii ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)’ a yiiklenmek tizere

cihaz hazir olana kadar +4 °C’de saklanda.

2.2.5. Dizi ve Filogenetik Analiz

Dizilendirme reaksiyonlar1 yontem olarak dideoksi zincir sonlanma
reaksiyonu olup, ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ile
gerceklestirildi. Elde edilen diziler BioEdit (Hall, 1999) ile hizalandi ve diizenlendi.
S1 gen bolgesindeki hypervariable region 1 ve 2’yi kapsayan DNA dizileri National
Center for Biotechnology Information (NCBI)’da bulunan GenBank veritabaninda
erisimleri olan infeksiydz bronsitis viriislerinin tiimiiyle kiyaslanmak icin Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) kullanilarak incelendi. Hizalanan DNA
dizileri kullanilarak MEGAversiyon 6’da (Tamura ve ark., 2013), Neighbor-joining
metodu ile filogenetik aga¢ olusturuldu. Filogenetik agac olusturulurken 1000 ¢6z
bagla degeri kullanilmistir (Felsenstein, 1985). Yiizde 50 oraninda benzerlik olan
dallar st liste gosterilmistir (Tamura ve ark., 2004). Referans suslar ve erisim
numaralari: (EU780077.2) isolate 1S/1494/06, (HM131453.1) isolate attenuated
IS/1494/06, (JX173488.1) Eg/CLEVB2/IBV/012, (KP259312.1) TR8, (JX173489.1)
Eg/CLEVB1/IBV/012, (KC533682.1) Eg/1265B/2012, (JX027069.1) IB VAR2,
(AF093796.1) isolate Variant2, (FN182274.1) NGA/288/2006, (FN182276.1)
NGA/295/2006, (M21969.1) D207, (X52084.1) D3896 Slsubunit, (FN182275.1)
NGA/293/2006,  (AJ441314.1)  RF/01/02, (DQO064808.1)  Spain/98/313,
(HQ123347.1) IRFIBV6, (HQ123352.1) IRFIBV13, (HQ123350.1) IRFIBV9Y spike,
(HQ123348.1) IRFIBV7, (HQ123357.1) IRFIBV20, (DQ490211.1) Q199,
(DQ490210.1) Q176, (DQ490221.1) Vic, (DQ490209.1) Q173, (EU930437.1)
SDJY0701, (DQ386098.1)  Spain/00/336, (DQ386097.1)  Spain/99/327,
(AF093795.1) Variantl, (283979.1) UK/7/93, (KF809794.1) IBV439, (KF809792.1)

45



IBV431, (EU283085.1) MassD/Cviall, (JIN022544.1) 6904, (HM194680.1)
ck/CH/LLN/090909, (KF757467.1) (GE3KC577393.1) 55HaN95I1, (KC577373.1)
27SDTAO1II, (JQ739313.1) ck/CH/LHLJ/111023, (HQ132760.1) GXNNI,
(HQ123365.1) IRFIBV44, (EU283088.1) MassD/Cé6dpvcontact, (EU283087.1)
MassD/C3dpvvaccinated, (EU283082.1) Mass/Cviall, (DQ064815.1) Spain/00/339,
(GQ885138.1) THA320352, (KP868573.1) CK/CH/LJL/130908, (KJ425497.1)
ck/CH/LHB/130598, (KJ425495.1) ck/CH/LHB/121040 (KJ425496.1)
ck/CH/LHB/130573, (KJ425508.1) ck/CH/LHN/090909.
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3. BULGULAR

3.1. ETY'ye Inokulasyon Sonuclari, Viral RNA izolasyonu ve Primerlerin
Secimi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatli
Hayvan Teshis Laboratuvari’na 2011-2012 yillart igerisinde gonderilen -70°C’de
dondurularak muhafaza edilmis olan 125 kiimese ait doku materyallerinden (trake,
akciger, sekal tonsil) IBV izolasyonu, hazirlanan inokulumlarin embriyolu tavuk
yumurtalara 3 kor pasaji yapilarak gergeklestirildi. Orneklerin 1., 2. ve 3. pasaj
allantoik sivilari ile as1 6rneklerinin 1, 2. ve 3. pasaj allantoik sivilar (pozitif kontrol)
kullanilarak uygun RNA izolasyon yonteminin belirlenmesi ve Cizelge 2.3.'te
belirtilen primerlerin se¢imi i¢in ¢esitli denemeler yapildi. Toplam 125 kiimesten 8
adet pozitiflik elde edildi. Allantoik sivilardan pozitiflik saptanan bu kiimeslere ait
dondurulmug organ materyalleri direk dokudan etkinligi saptamak amaciyla nested
RT-PCR yontemiyle analiz edildi. Sonugta allantoik sivilari incelendiginde IBV
pozitif bulunan 8 6rnekten 6's1 negatif, 2'si pozitif olarak teshis edildi. Bu materyaller
icin virlls izolasyonu amaciyla ETY inokiilasyonlarinin teshiste pozitifligi arttirdig

gortildii.

RNA izolasyonu i¢in kullanilan kitlerle yapilan denemelerde kitler arasinda
belirgin bir farka rastlanmadi. Ancak TRizol ile RNA eldesi gerceklestirilen
orneklerin nanodrop ile spektrofotometrik Ol¢timleri 6rnek safligr ile ilgili 260/280
nm absorbans degerleri (optimal 1,8-2,0; DNA-RNA) gbéz Oniine alindiginda,
soliisyon kullanimina dayali ekstraksiyon spin kolon prensibine dayanan kitlerden
daha optimal bulundu. Ozellikle cDNA sentezine girecek olan RNA miktar1 ve
cDNA sentezi sonras1 nested RT-PCR reaksiyonunda kullanilacak olan kalip DNA
miktariin énemli oldugu goriildii. Calismada bu degerler cDNA i¢in 25-150 ng ve
RNA i¢in 25-75 ng degerlerinde kullanildi. Bu amagla reaksiyona girecek olan kalip
DNA/RNA gerektigi oranda, genellikle 1/20 oraninda sulandirildi.

47



Cizelge 2.3."te belirtilen primerler kullanilarak yapilan uygulamalarda f-XCEI1,
r-XCE3 ve F-Oligo S15', R-CK2 primerlerinden pozitif kontrol olarak kullanilan as1
orneklerinden pozitiflik almamadi. CU2 ve IBVrev primer ciftinde ise pozitif
kontoller ¢alist1 ancak pozitif oldugu bilinen bazi saha 6rneklerinden negatif sonuglar
alindi. Bunun sebebinin PCR spesifitesi ve sensitivitesi ile ilgili oldugu diistiniildii,
virlis genomu FORI1, RE3 ve FOR2, RE2 nested primer ciftleri kullanilarak tek
basamakli nested RT-PCR yontemi kullanilarak c¢ogaltildi. Nested RT-PCR'in ilk
asamasinda Orneklerden beklenen 878 bp'lik bant goriintiisii her reaksiyonda elde
edilemedi ancak nested RT-PCR’in ikinci asamasi olan 400 bp’lik bdolgenin
amplifikasyonu ile IBV RNA's1 saptandi.

Nested RT-PCR'm tek basamakli olarak gercgeklestirilmesi uygulama olarak
daha kolay, hizl1 ve kullanilan enzim yoniinden iki basamakli yontemden daha etkin

bulundu.

3.2. Tek Basamakh Nested RT-PCR Test Sonuclar

IBV siipheli hayvanlara ait havuzlanarak 6rneklenmis olan trakeal svap ve
organ materyallerinden izole edilen RNA'lara uygulanan nested RT-PCR testi
sonucunda, 200 siiriiden 41 (%20,5)’inde viriis genetik materyali saptandi, ancak 159

(%79,5) stirtide IBV saptanamadi.
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Cizelge 3.1. IBV pozitif bulunan siiriilere ait bilgiler.

Siirii Kodu| Y1l | Yetistirme/Bolge Ornekleme tiirii | ETY’ ye ekim
50 2011 | Broyler/ i¢ Anadolu Doku-Trake Yapildi
63 2012 | Broyler/Ege Doku-Trake Yapildi
66 2012 | Broyler/Marmara Doku-Trake Yapildi
68 2012 | Broyler/Marmara Doku-Trake Yapildi
99 2012 | Broyler/Orta Karadeniz | Doku-Sekal Tonsil Yapildi
116 2012 | Broyler/Marmara Doku-Trake Yapildi
117 2012 | Broyler/Marmara Doku-Trake Yapildi
120 2012 | Broyler/Marmara Doku-Trake Yapildi
132 2013 | Broyler/ Ege Doku-Trake Yapilmadi
150 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
151 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
152 2014 | Broyler/ Marmara Doku-Trake Yapilmadi
153 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
154 2014 | Broyler/ I¢ anadolu Doku-Trake Yapilmadi
155 2014 | Broyler/ I¢ anadolu Doku-Trake Yapilmadi
156 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
157 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
158 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
160 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
161 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
162 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
163 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
172 2014 | Broyler/Ii¢ Anadolu Doku-Trake Yapilmadi
176 2014 | Broyler/ Dogu Anadolu | Doku-Trake Yapilmadi
184 2014 | Broyler/ Dogu Anadolu | Doku-Trake Yapilmadi
185 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
186 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
193 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
195 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
196 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
197 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
198 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
199 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi

200 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
201 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
202 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Bobrek Yapilmadi
203 2014 | Broyler/ Akdeniz Doku-Trake Yapilmadi
204 2014 | Broyler/ Ege Trakeal svap Yapilmadi
205 2014 | Broyler/ Ege Trakeal svap Yapilmadi
206 2014 | Broyler/ Ege Trakeal svap Yapilmadi
208 2014 | Broyler/ Dogu Anadolu | Trake Yapilmadi
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Calismada incelenen toplam 200 kiimes materyalinin bolgelere gore pozitiflik
sayis1 ile materyal sayilari I¢ Anadolu-Bati Karadeniz 4/105, Akdeniz 22/34,
Marmara 6/23, Ege 5/23, Dogu Anadolu 3/10, Orta Karadeniz 1/5 olarak bulundu. i¢
Anadolu-Bat1 Karadeniz Bolgelerine ait 79 kiimes materyallerinin 2011-2012 yillar
arasinda laboratuvarimiza gonderilen ve -70 °C’de dondurulan materyallerden
olusmasi viriis izolasyon oranini diisiirmiis olabilecegi diisiiniildii. Bolgelere ait

oranlar Cizelge 3.2 'de dzetlenmistir.

Cizelge 3.2. Bolgelere gore isletmelerin dagilimi, pozitiflik /materyal sayilari ve oranlari.

Isletme g
Bolge/ . Pozitifik/ | TCAtfKimes/ | inik
. Isletme a Orneklenen
Isletme Ornekleme .. Oranlan
Kiimes Sayilari
Sayisi
ic Anadolu- | Isletme 4 2/50
Bat1 Isletme 5 0/5 4/105 %3,8
Karadeniz Isletme 6 2/50
Isletme 7 5/19
Marmara Isletme 8 1/1 6/23 %26
Isletme 9 0/3
Isletme 1 1/13
Ege Isletme 2 1/6 5/23 %21,7
Isletme 3 3/4
. Isletme 10 3/3 o
AKkdeniz isletme 11 1031 22/34 %64,7
Dogu ; R
Anadolu Isletme 12 3/10 3/10 %30
Orta ; R
Karadeniz Isletme 13 1/5 1/5 %20

3.3. PCR Uriinlerinin Dizilendirilmesi ve Filogenetik Analiz Bulgulari

Tek basamakli nested RT-PCR sonucunda pozitif bulunan ornekler S1
geninde 400 bp’lik ¢cok degisken bdlgenin bir kismini ¢ogaltan FOR2 ve RE2 primer
ciftleri kullanilarak forward ve reverse olarak iki yonde dizilendirildi. Elde edilen S1
gen bolgesindeki cok degisken bolge (hypervariable region) 2’yi kapsayan DNA

dizileri NCBI’da bulunan GenBank veritabaninda erisimleri olan infeksiydz bronsitis
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virlislerinin tiimiiyle kiyaslanmak i¢cin BLAST programiyla incelendi. Bu inceleme
sonucunda orneklerin 14 tanesi %98-99 oranindan (KP259312.1) TRS, 8 tanesi %98-
99 oraninda (EU780077.2) 1S/1494/06, 11 tanesi %94-100 oraninda (HM131453.1)
isolate attenuated 1S/1494/06, 2 tanesi %98 oraninda (JX173488.1) Eg/CLEVB-
2/IBV/012, 6 tanesi %99-100 oraninda Mass as1 susu (HM540074.1) GX-NNT1 ile

benzer bulundu.

Cizelge 3.3. Orneklere ait BLAST sonuglari.

Ornek No Benzerlik | By \qT Sonucu Erisim No
Oram
117,120,150,152,154,155,
0
160,163,185,193,195,198, |  798-99 JPRE KP259312.1
199,200
50,66,116,132,162,172
Sl iy %98-99 1S/1494/06 EU780077.2
176,186
156,158,161,196,201,202, -
%94-100 Isoizgflit;i?ggted HM131453.1
203,204,205,206,208
Eg/CLEVB-
151,153 %098 2‘(’;1(};\//:12 IX173488.1
63,68,99,157,184,197 %99-100 | GX-NN1 Mass asi | HM540074.1

3.3.1. Filogenetik Analiz Bulgulari

IBV izolatlar1 arasindaki genetik iligkiyi ortaya koymak i¢in S1 genine ait
niikleotid dizileri kullanilarak filogenetik agac olusturuldu. Sonuglar Sekil 3.1.°de
gosterildigi gibi izolatlar %82 benzerlikle 2 ana gruba ayrildi. Birinci grup Mass tipi
as1 suslartyla (%99), 2. grup ise (KP259312.1)TRS, (EU780077.2) 1S/1494/06 israil
varyantlart ve (JX173488.1) Eg/CLEVB2/IBV/012 Misir varyantlart ile %99
oraninda benzer bulundu. izole edilen IBV suslar1 kendi icinde %54, %64, %77 ve

%99 oraninda gruplanarak bu suslarin belirtilen oranlarda benzer olduklar1 gorildii.
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[zolatlar izole edilen bolgelere gore gruplandirildiginda; Akdeniz ve Ege
Bolgeleri'nden izole edilen suslarin %54 oraninda; Akdeniz Bolgesine ait bir grubun
%64 oraninda kendi i¢inde ve I¢ Anadolu ile Dogu Anadolu’dan izole edilen suslarin

%77 oraninda birbirleriyle yakinlig1 ortaya kondu (Sekil 3.2).

Tiirkiye’de son yillarda IBV g¢alisan arastirmacilarin  verileriyle Dbir
degerlendirme yapildiginda bu ¢alisma bolge bazinda daha kapsamli ve yil olarak
daha uzun bir siireci kapsamaktadir. Tiirkiye'de yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen
izolatlarin GenBank erigsim numarast KP2593.1 olan TRS izolat1 ile %99 benzerlikte
oldugu bulundu (Sekil3.2).
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4. TARTISMA

Infeksiydz Bronsitis (IB), diinyanin her yerinde kanath endiistrisinde ciddi
ekonomik kayba neden olmaktadir. Cogunlukla solunum sistemi belirtileriyle kendini
gbsterirken, morbiditesi %100°{, mortalitesi %350’leri bulabilmektedir. Ozellikle
nefrite neden olan formunda veya sekonder bakteriyel infeksiyonlarla komplike
oldugunda siddeti artmaktadir. Damizlik ve yumurtacilarda reprodiiktif sistemi
etkilemesiyle yumurta i¢ ve dis kalitesinde bozulma ve iiretimde diisiise neden
olmaktadir. IB tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de 6nemli ekonomik kayiplar
yaratmaktadir. Ulkemizde hastaliktan korunmada broyler yetistiriciliklerinde Ma5,
H120 ve bazi bolgelerde 4-91 atteniie asilarii kapsayan asilama programlari
uygulanmaktadir. Bu asilama programlarina ragmen Tiirkiye’de tavukguluk yapilan
her bolgede IB karsimiza c¢ikmaktadir. Bu ¢alismada, Tirkiye’de broyler
kiimeslerinde IB’ye neden olan viriislarin tek basamakli nested-RT-PCR yontemi
kullanilarak teshisini takiben viriis genetik materyalinin dizilendirilerek molekiiler

tiplendirilmesi ve filogenetik analizi gergeklestirildi.

IBV'nin teshisinde ve genotiplendirilmesinde spike (S) glikoproteinin S1 alt
linitesine ait gen bolgesi hedeflenmektedir. S1 alt iinitesi virilis ndtralizasyonundan
sorumlu serotipspesifik antikorlara baglanan bdlgeleri kodlamakta (Boursnell ve ark.
1987) ve aym zamanda da S2 alt iinitesine goére daha cok dizi cesitliligi
gostermektedir (Kusters ve ark. 1989). Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢aligmasinda
ve Onceki pek ¢ok calismada hedef bolge olarak S glikoproteinin S1 alt initesine ait
gen bolgesi tercih edilmistir (Jackwood ve ark., 2007; Roussan ve ark., 2009).
Cavanagh ve ark. (1999), yapmis olduklar1 ¢alisma sonunda IBV'nin teshisi i¢in RT-
PCR testinde kullanilacak olan primer ¢iftinin secimini testin Ozgiinliigii ve
duyarliligi acisindan o6nemli bulmustur.Bu calismada, IBV suslarinin genomik
yapisinda farkli nedenlere (mutasyonlar, rekombinasyonlar, cografik sus farkliliklari,
vb.) bagh degisiklikler olabilecegi diisiiniilerek farkli primer kombinasyonlar1 test

edilmistir (OIE, 2008; Pohuang ve ark., 2009; Rimondi ve ark. 2009).
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Nested RT-PCR, konvansiyonel RT-PCR ile karsilastirildiginda daha uzun
bir bolgenin amplifikasyonunun ardindan bu bolgenin igerisinde yer alan daha kisa
bir bolgeye yonelik ikinci bir amplifikasyon uygulandigi i¢in daha spesifik ve duyarh
bir tekniktir. Bu tez ¢calismasinda, yapilan tekli PCR’larda meydana gelen spesifite ve
sensivite problemlerini elimine etmek i¢in RT-PCR yerine nested RT-PCR
yontemiyle teshise karar verildi. Pohuang ve ark. (2009)’nin kullanmis oldugu
primer c¢iftleri kullanilarak pozitif kontrolle (as1 suslari) yapilan standardizasyon
calismalarinda ve saha 6rnekleriyle yapilan denemelerde nested RT-PCR’1n daha iyi
sonu¢ verdigi goriildii. Pek ¢ok arastirmacinin yapmis olduklar1 ¢alismalarda bu
sonucu destekler niteliktedir (Adzhar ve ark., 1996, Cavanagh ve ark., 1999, Jones ve
ark., 2005, Farsang ve ark., 2002). Kahya ve ark. (2013), ayn1 yontemle Tiirkiye’de 2
broyler ve 8 damizlik kiimeste bronsit goriilen hayvanlarda IBV suslarmi tespit
etmiglerdir. Arastirmacilar, yontemin hem trakealsvaplarda hem de allantoik

stvilarda viriisiin tespitinde iyi ¢alistigini bildirmislerdir.

Tez calismasinda IBV siiphesiyle drneklemeleri yapilmis olan 200 siiriiden 41
(%20,5)’inde virlis genetik materyali saptandi, 159 (%79,5) siiriide ise IBV
saptanamadi. Tiirkiye'de Akan ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada broyler,
yumurtact ve damizlik kiimeslerden yapilan orneklemelerde 71 kiimesten 14'inde
(%19,7) RT-PCR yontemiyle IBV pozitifligi saptanmistir. Tez ¢aligmasinda elde
edilen pozitiflik oran1 Akan ve ark. (2002) yapmis olduklar1 ¢alismayla benzerlik
gostermektedir. Kahya ve ark. (2013)’nin yapmis olduklari ¢alismada, IBV nin farkli
yetistirmelerdeki varligi ortaya konulmustur. Farkli yillarda yapilmis olan bu

calismalar IBV'nin Tiirkiye'de sirkiile olmaya devam ettigini gostermektedir.

Glinlimiizde pek ¢ok epidemiyolojik ¢aligmaya temel olusturmasi ve varolan
varyant suslar hakkinda bilgi vermesi acisindan teshis edilen viriislerin
tiplendirilmesi ve filogenetik analiz verilerinin degerlendirilmesi 6nemlidir (de Wit,
2000; Jackwood ve ark., 2012). Pohuang ve ark. (2009), uyguladiklar1 yontemle
nested RT-PCR’m ilk basamak amplifikasyonundan elde ettikleri 878 bp’lik S
proteini S1 alt tinitesi HVR1 ve 2’yi kapsayan boélgeyi dizilendirmislerdir. Bu tez
calismasinda 878 bp’lik bolgeye ait spesifik banther PCR reaksiyonunda her 6rnek
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icin elde edilememistir bu yiizden dizilendirme HVR 2’yi kapsayan kisa bolge
kullanilarak yapilmistir. Bu inceleme sonucunda orneklerin 144 %98-99 oranindan
(KP259312.1) TRS, 8 'i %98-99 oraninda (EU780077.2) 1S/1494/06, 11' i %94-100
oraninda (HM131453.1) isolate attenuated 1S/1494/06, 2'si %98 oraninda
(JX173488.1) Eg/CLEVB-2/IBV/012, 6'st %99-100 oraninda Mass as1 susu
(HM540074.1) GX-NN1 ile benzer bulundu. Sekil 3.1.’de gosterildigi gibi izolatlar
%82 benzerlikle 2 ana gruba ayrildi. Birinci grup Mass tipi as1 suslariyla (%99), 2.
grup ise (KP259312.1)TRS, (EU780077.2) 1S/1494/06 Israil varyantlari ve
(JX173488.1) Eg/CLEVB2/IBV/012 Misir varyantlart ile %99 oraninda benzer
oldugu filogenetik analizle ortaya konulmustur. Pohuang ve ark. (2009)’nin
dizilendirme sonucunda elde ettikleri varyant suslar 2 ayr1 gruba ayrilmistir.
Saptanan suslardan I. grup birbirinden evrimsel olarak farkli yeni bir grubu temsil
ederken 2. grup Cin'e ait A2, SH ve QX IBV suslarina yakin bulunmustur. Bu tez
calismasina ait sekans verileri ile Pohuang ve ark. (2009)’nin yapmis olduklari
sekans verileri saptanan varyant tiirler yoniinden benzerlik gostermemektedir. Bu
olast bir durumdur, ¢iinkii farkli cografyalara ait IBV suslar1 farklilik
gosterebilmektedir. Hatta tez calismasinda farkli IBV varyantlarinin saptanmis
olmasi bu uygulanan yontemin farkli IBV varyantlarini saptayabildigini destekler

niteliktedir.

Tiirkiye’de IBV suglarinin molekiiler karakterizasyonuna yonelik yeterli
sayida ¢aligma bulunmamaktadir. Konuya iligkin ilk ve tek ¢aligma olan Kahya ve
ark. (2013)’nin ¢alismasinda, IB klinik bulgularimi gosteren tavuklardan RT-PCR
teknigiyle IBV saptanarak dizilendirme metoduyla tiplendirilmistir. Calismadaki
izolatlardan 8 tanesinin 1S/1494/06 IBV susu (EU780077) ile %99 benzerlik
gosterdigi bildirilmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen veriler Kahya ve ark. (2013)
tarafindan elde edilen verilerle uyumludur ve ek olarak Misir’a ait varyant IBV
suslar1 saptanmistir. Bu ¢alisma, Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de IBV’nin
yayginhigini gostermektedir. Varolan sus cesitliligine bakildiginda 6zellikle Orta
Dogu’ya ait varyantlarla olan benzerlikler yapilan ¢alisma sonucunda belirlenmistir.
Tirkiye'de goriilen varyantlar Orta Dogu’da, genel olarak var olan; Mass serotipi

(H120), D274 (Roussan ve ark., 2009), Israil variant 1 suslar1 (IS/222/96, 1S/251/96
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ve IS/64714/96) ve 793/B (4/91) IBV varyantlariyla benzerlik gostermektedir.
Ayrica, Misir’da Tirkiye ile benzer olarak Eg/CLEVB2/IBV/012 susu ve Misir'a
0zgli Misir varyant I (Egypt/Beni-Suef/01,Egypt/Zag/07-01, Sul/01/09, Ck/Eg/BSU-
1/2011, Ck/Eg/BSU-4/2011, Ck/Eg/BSU-5/2011, Eg/101/ck, Eg/CLEVB2/IBV/012,
IS-IBVAR2-06, 1S/1494/06, 1S/885) ve Misir varyant II (CK/Eg/BSU-2/2011,
CK/Eg/BSU-3/2011, Eg/1212B) suslar1 (Mahmoodve ark.,2011; Abdel-Moneim ve
ark., 2012; Ababnehve ark., 2012) ile D274, D-088880 ve 4-91 genotipleriyle iligkili
saha suslar1 Misirli aragtirmacilar tarafindan iilkenin farkli kanath ciftliklerinde
belirlenmistir (Abdel-Moneimve ark., 2002; Sultan ve ark., 2004; Selim ve ark.,
2013).

S1 geninin nested RT-PCR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda DNA dizilemesine
dayal1 genotiplendirme ile sadece saha suslarinin degil sahada sirkiile olabilen asi
suslarinin da ortaya konmasi miimkiindiir.As1 suslart ve saha suglarinin genetik
olarak karsilastirmasi ile ilgili arastirmalara bakildiginda; Shimazaki ve ark. (2008)
Japonya’da 4/91 tipi infeksiyozbronsitis viriis varyantlarini izole etmisler ve yapilan
asilamanin bu varyantlara olan etkilerini incelemislerdir. Bu as1 susu Japonya’da
2002 yilinda kullanilmaya bagslanmistir. Calismada 4/91 tipi izolatlarin as1
suslarindan koken aldigi ihtimali diisiiniilmiis ve bu izolatlar civcivlerde hastalik
olusturmak i¢in zayiflatilmstir. izolatlarm 4/91 as1 susunun ¢ok degisken bdlgelerini
de icine alan S1 geniyle yiiksek niikleotid dizi homolojisi gosterdigi (%99.8) ve
civcivlerde diisiik patojenite olusturdugu gozlemlenmistir. Ayrica 4/91 susuyla
asillanmamis olan siirilerden elde dilen diger suslarin 4/91 as1 susuyla olan dizi
benzerlikleri daha diisik (%93.3) bulunmustur. Farsang ve ark. (2002) yapmis
olduklart molekiiler epidemiyolojik c¢aligmada, 1994 ve 1998 yillar1 arasinda
yumurtaci ve broyler siiriillerde meydana gelen 12 vaka ile ilgili olarak; 1997 yilinda
Massachusetts serotipi canli asisi ile yapilan asilama sonrasi tespit edilen viriislerdeki
degisimi ve as1 susuyla olan benzerliklerini S1 ve N geni dizilendirme sonuglariyla
ortaya koymuslardir. Calisma verilerine dayanarak asilamanin as1 susunun
yayilimma neden oldugu, hastalik olusturdugu ve epidemiyolojik durumun
anlasilmasinda kanatli popiilasyonunda yaniltict oldugunu bildirmislerdir. Toro ve

ark. (2012), yapmis olduklar1 calismada atteniie IBV asilarinin homolog as1
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uygulamalarinda etkili koruma saglamasina karsin elde edilen bulgulardan asilarin
kanatlilarda as1 benzeri viriislerin dolasiminda ve ortaya ¢ikisinda rol alabilecegini
bildirmistir. McKinley ve ark. (2008), asilamay:1 takiben IBV atteniie canli asilarinda
meydana gelen altpopiilasyonlarin se¢ilimini ve mutasyonlarini incelemislerdir. IBV
astlama siirecinde viriisiin evrimlesme ve mutasyon oranlarinin yilda %2.5 ile 1.5
oraninda degistigi ancak asilama yapilmadiginda daha yavas (%0.3) evrimlestigini
bildirmislerdir (Lee ve Jackwood 2001). Tiim bu ¢alismalar sahada IBV’nin asilama
kaynakli olarak yayilabilecegini ve evrimlesebilecegini dogrular niteliktedir. Bu
calismada oOrneklenen tiim siiriilerde Mass tipi ast susu slriilerin asilama
programlarinda bulunmaktadir. izole edilen suslarin 6 tanesinin (Kod: 63, 68, 9, 184,
157, 197) %99 oraninda Mass as1 susu (HM540074.1) GX-NN1 ile benzer bulunmus
olmasi ve bu suslarin sekil 3.2°de gosterildigi lizere (63 nolu 6rnek) Ege, (68 nolu
ornek) Marmara, (99 nolu 6rnek) Orta Karadeniz, (184 nolu 6rnek) Dogu Anadolu,
(157 nolu 6rnek) ve (197 nolu 6rnek) Akdeniz gibi Tiirkiye nin farkli bolgelerinden
izole edilmis olmasi arastirmacilarin bulgulariyla uyumludur. Asi susuna benzer
varyantlarin sahada sirkiile olmasi kanatlilar i¢in bir risk olusturup olusturmadigi
konusu ise kesin degildir. Ancak birgok arastirmaci bu konuda viriisiin evrimsel
siirecini  hizlandirdigr konusunda ayni goriisii paylagsmaktadir. Viriisiin genetik
cesitlilik mekanizmasi (rekombinasyon ve mutasyonlar) secilim siirecinde rol
oynayan biyokimyasal ve fiziksel kosullarin yanisira immun yanit, hiicre reseptor
affinitesini de igeren konake¢i igindeki cevresel baski mekanizmalari, IBV’nin
evrimsel mekanizmasini etkilemektedir. Bu mekanizmanin altinda yatan sebeplerin

anlasilabilmesi hastaligin koruma ve kontroliiyle miimkiindiir (Toro ve ark., 2012).

Tiirkiye’de uygulanan asilama stratejilerinin IBV infeksiyonlarina kars
korunmada etkinlikleri arastirilmalidir. Calismada tespit edilen 1S/1494/06 Israil
varyantlar1 ve Eg/CLEVB2/IBV/012 Misir varyantlarina kars1 uygulanan asilamanin
etkinligine dair Tiirkiye’de bir ¢alisma yapilmamistir. Ancak Orta Dogu’da ve Kuzey
Afrika’da IS/885/00, 1S/1494/06 ve bu suslarla aym1 grupta olan pek ¢ok IBV
varyant1 bildirilmigtir (Meir ve ark., 2004; Mahmood ve ark., 2011; Abdel-Moneim
ve ark., 2012; Awadve ark 2014). Bu bildirimlerin yapildig1 Kuzey Afrika, Misir,
Irak ve Libya gibi lilkelerde uygulanan as1 suslar1 Tiirkiye ile benzer olarak; H120,
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4/91 ve bu suslarin kombinasyonlar1 seklindedir. Sahada, konvansiyonel H120
asisinin bahsi gegen varyant IBV suslarina karsi tek basina yeterli koruyuculukta
olmadig1 bildirilmistir (Meir ve ark., 2004). Awad ve ark. (2014)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismada canli IBV as1 suslariin. 1S/1494/06 ve 1S/885/00 benzeri suslara
kars1 olan koruyuculuklarini aragtirmislardir. Sonugta canli atteniie H120 ve CR88
(4/91) asilariin 1 giinliik civcivlere birlikte verildikten sonra 14. giin CR88 asisini
tekrar vererek olusturduklar1 programda, 30. giinde 1S/1494/06 ve IS/885/00 varyant
suslarina maruz birakilan broyler tavuklarda bu agilama programinin %80 oraninda
trakede siliar koruma saglandigi, klinik semptomlar ve trake veya bobrek
lezyonlarinda %100 koruma meydana getirdigini bildirmislerdir. Her varyant sus icin
as1 gelistirilmesi maliyet ve zaman kaybi yaratabilecegi gibi viriisiin siirekli
evrimlestigi goz Oniine alindiginda pratik bir uygulama degildir (Alvarado ve ark.,
2003; Jackwood ve ark., 2003; Bijlenga ve ark., 2004;). IBV’den korunmada
homolog asilar kullanilabilecegi gibi ayni serotipte olmayan, ancak ¢apraz koruma
saglayabilen hali hazirda kullanilan IBV as1 suslar1 da uygulanabilir. Bu ¢apraz
korumanin sebebi viriis protein yapisinin bilyiik bir boliimiiniin degismeden kalmasi
olabilir, bu ylizden korumada serotipten ¢ok protektotip bazinda diisiiniip
degerlendirmek daha etkili olabilir (Lohr, 1988). Ayrica Mass ve 4/91 gibi genetik
olarak farkli olan canli atteniie iki as1 susuyla yapilan asilamalarin farkli IBV
tiplerine kars1 genis bir ¢apraz koruma sagladigi bildirilmistir (Gelb ve ark., 1991;
Cook ve ark., 1999; Terregino ve ark, 2008).
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5. SONUC ve ONERILER

Kanatlilarda IBV'nin molekiiler teshisi ve karakterizasyonunun amaglandigi
calismada, Tiirkiye'nin cesitli bolgelerindeki broyler yetistiriciliklerinden yapilan
orneklemelerde nested RT-PCR ile saptanan viruslar dizilendirilerek molekiiler
olarak tiplendirildi ve filogenetik analizi gerceklestirildi. Calisma sonucunda,

Tiirkiye’de varolan IB viruslari ve benzerlikleri ortaya konuldu.

Tiirkiye’de IBV’nin epidemiyolojik takibi icin teshis ve tiplendirme ile ilgili
diger calismalara temel olusturacak bilgiler elde edildi. Bu bilgiler ile Tiirkiye’de
tavukculugun yogun olarak yapildig1 bolgelerde IBV salginlarina neden olan
viriislerin saptanmasi ve molekiiler karakterizasyonu icin gerekli temel bilgiler
saglandi. Ayni1 zamanda Tirkiye’de uygulanan asi suslari ile sahada hastalik
olusturan suslar arasindaki farklar degerlendirilip mevcut asilama stratejilerinin
etkinliginin arastirilmasina yonelik calismalarin gerekliligini gdsteren bulgulara

ulasildi.

Calisma bulgular degerlendirildiginde, nested RT-PCR testinin IBV susglarinin
rutin teshisi acgisindan uygun bir test oldugu ve dizilendirme yoOntemiyle

genotiplendirmenin viriisiin epidemiyolojik takibi agisindan énemli oldugu goriildii.

Sonug olarak, Tiirkiye’de tavuk yetistiriciligi yapilan farkli bolgelerdeki ve
farklt yetistirme yonlerindeki (damizlik ve yumurtaci) isletmelere ait IBV
infeksiyonu gegiren siiriilerden de Orneklemeler yapilip Tiirkiye’de IBV’nin
molekiiler epidemiyolojisinin kapsamli olarak incelenmesi gerekliligi ortaya cikti.
Ayrica, mevcut as1 ve saha suslarindan molekiiler olarak farkli 6zellikler gosteren
viruslarin detayli calismalarla farkli gen bolgeleri ve/veya daha genis gen
bolgelerinin incelenmesinin farkli viriis tiplerinin takip ve teshisinde faydali olacagi
diisiiniildi. Boylece IBV’nin kontrol ve takibinde basar1 saglanacagi sonucuna

varildi.
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OZET

Tiirkiye'de Infeksiyoz Bronsitis Viruslarimm RT-PCR ile Saptanmasi ve
Molekiiler Karakterizasyonu

Caligmada, Tirkiye'nin farkli bolgelerindeki isletmelerde solunum sistemi
problemi goriilen tavuk siiriilerinde Infeksiydz Bronsitis'in(IB) teshisi ve S1 geninin
dizilendirilmesine dayali karakterizasyonu amaglandi.

Tiirkiye’de solunum sistemi problemleri goriilen farkli isletmelerden teshis
amaciyla Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kanatli Teshis Laboratuvari'na 2011-2014 yillar1 arasinda gonderilen materyallerden
(trakeal svap,trake, akcigerler, ileo-sekal tonsiller) guanidinium-thiocyanatefenol-
kloroformekstraksiyon yontemi ile RNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Calismada
incelenen 200 6rnegin 125 tanesi 2011-2012 yillar1 arasinda 6rneklendi ve -70°C’de
donduruldu. Dondurulmus olan bu 6rnekler RNA izolasyonu 6ncesinde embriyolu
tavuk yumurtasina (ETY) ekildi, geriye kalan 75 6rnegin RNA’s1 direkt olarak izole
edildi.Orneklerde IBV varliginin ortaya konmasi i¢in ekstrakte RNA'lar S1 genine
spesifik primer ciftlerinin kullanildig1 tek basamakli nested reverse transcriptase
polymerase chain reaction (nested-RT-PCR) teknigi ile arastirildi. IBV yoniinden
pozitif oOrneklerin molekiiler karakterizasyonu S1 geninin dizi analizi ile
gergeklestirildi. Incelenen 200 siiriiden 41 (%20,5)’inde viriis genetik materyali
saptandi, ancak 159 (%79,5) siiriide IBV saptanamadi. Pozitif 6rnekler dideoksi
zincir sonlanma reaksiyonu yoOntemiyle dizilendirildi. DNA dizileri NCBI’da
bulunan GenBank veritabaninda erigimleri olan infeksiy0z bronsitis viriislerinin
timilyle kiyaslanmak i¢in BLAST programiyla incelendi. IBV izolatlar1 arasindaki
genetik iliskiyi ortaya koymak igin S1 genine ait niikleotid dizileri kullanilarak
filogenetik aga¢ olusturuldu. izolatlar %82 benzerlikle 2 ana gruba ayrildi
veorneklerin 14 tanesi %98-99 oraninda (KP259312.1) TRS8, 8 tanesi %98-99
oraninda (EU780077.2) 1S/1494/06, 11 tanesi %94-100 oraninda (HM131453.1)
isolate attenuated 1S/1494/06, 2 tanesi %98 oraninda (JX173488.1) Eg/CLEVB-
2/IBV/012, 6 tanesi %99-100 oraninda Mass as1 susu (HM540074.1) GX-NNI1 ile
benzer bulundu.

Tiirkiye'de infeksiydz bronsitis virus suslarinin nested-RT-PCR ile saptanmasi
ve sonrasinda S1 geninin dizi analizine dayanan bu teknigin iilkemizde tavuklarda
goriilen infeksiyoz bronsitis hastaliginin teshis ve karakterizasyonu ile molekiiler
epidemiyolojisine yoOnelik calismalarda ve as1 programlarinin gelistirilmesinde
faydali olacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: infeksiydz bronsitis viriisii (IBV), Tavuk, S1 geni, nested-RT-
PCR, Dizilendirme
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SUMMARY

Molecular Detection and Characterization of Avian Infectious Bronchitis
Viruses in Turkey by RT-PCR

The aim of the research was identification of infectious bronchitis virus in
poultry flocks showing respiratory signs raised in different locations in Turkey and
characterize the IBV detected strains by sequencing of S1 gene.

Samples from different commercial poultry flocks showing respiratory signs
and suspected of respiratory infection from all around Turkey were sent to Poultry
Diagnostic Laboratories, Department of Microbiology, Faculty of Veterinary
Medicine, Ankara University between 2011-2014. One hundred twenty-five of 200
materials were sampled between 2011-2012 and freezed at -70 °C. These frozen
samples were inoculated at 9-11 days old embryonated chicken eggs (ECE) via
allantoic route as described in OIE (2008). The rest of the materials (n.75) were
directly processed. RNA extractions from all materials were performed from organ
samples and tracheal swaps (trachea, lungs, ileo-cecal tonsils) with guanidinium
thiocyanate phenol-chloroform extraction method. One step nested-RT-PCR was
carried out with spesific primers for SI gene to screen IBV. Molecular
characterization of IBV detected 41 (%20,5) out of 200 samples were analyzed by
sequencing of S1 gene. Sequenced samples were analyzed with BLAST by
comparison of sequences in GenBank database.

It was found that 6 of 41 isolates were vaccine related variants which was %99-
100 identical to (HM540074.1) GX-NN1 and the rest were field strains which belong
to neighbour countries, respectively; 19 of 41 isolates were %94-100 identical to
Israil variants (EU780077.2) 1S/1494/06, and (HM131453.1) isolate attenuated
IS/1494/06, 2 of 41 were %98 identical to (JX173488.1) Eg/CLEVB-2/IBV/012.
Fourteen of 41 isolates were %98-99 identical to (KP259312.1) TRS8 Turkish variants
which were circulating in Turkey since 2013.

Nested RT-PCR detection and molecular characterization of IBV is thought to

be an useful method for the futher molecular epidemiological studies of IBV and to
evaluate and perform more effective vaccine programs in Turkey.

Keywords: Avian Infectious Bronchitis Virus, Chicken, nested RT-PCR, S1 gene,
Sequencing
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