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ONSOZ

Kanatli endistrisinde onemli ekonomik kayiplara neden olabilen Marek
hastaligina (MH), Gallid herpesviriis 2 (GaHV-2) neden olur. OIE (World
Organisation for Animal Health) verilerine gore tiim diinyada yaygindir. Tiirkiye’de
yapilan ¢aligsmalarda Marek hastaliginin kanatli hayvanlarda en sik rastlanan tiimoral
hastalik oldugu bildirilmistir. MHV, 1960’11 yillarin sonunda ilk basarili asi
gelistirilen onkojenik viriistiir. Su an kullanilan asilar canli {i¢ viral sustan tiiretilen
astlardir: HVT FC126 susu, GaHV-3 SB-1 susu ve GaHV-2 CVI988/Rispens
susudur. CVI988/Rispens asist MHV-1’in dogal olarak zayiflatilmis bir susudur
veCVI988/Rispens asisi Marek hastaliginin viriilan suslarindan kolaylikla ayirt
edilemez. MH ag1 viriisleri, kalict enfeksiyon ve yasam boyu bagisiklik kazandirarak
timorlere ve mortaliteye karsi etkili koruma saglamasiyla birlikte, as1 bazi viriilan
viriislerle enfeksiyonu engelleyemez dolayisiyla tavuklar hem asi hem de viriilan

MHV-1 suslariyla potansiyel olarak enfekte olabilirler.

Yiiksek Lisans tez caligmamin her aninda sabir, hosgorii ve anlayisiyla her
daim yanimda olan, bilgi ve deneyimleriyle bana 1s1k tutup yol gosteren danismanim

Dog¢. Dr. Hamit Kaan MUSTAK 'a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisii Idaresine, tezimin Histopatolojik
incelemelerinde benden desteklerini esirgemeyen VKMAE Patoloji Laboratuvari
Sefi Dr. Yavuz ULUSOY’a, Bahadir KILINC’a, Neslihan AKBULUT TOSUN’a
Kanatli asilar1 konusunda verdikleri bilgilerden dolayr Bornova VKE Veteriner
Biyolojik Uriinler Kontrol Boliim Sefi Ahmet ARSLAN ve Mustafa KARS’a,
varliklartyla desteklerini iizerimden esirgemeyen Kanathh Hastaliklar1 Teshis

Laboratuvar personeline ve aileme en samimi duygularimla sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Marek hastaligi evcil kanathilarin, periferal sinirlerinde demyelinizasyon,
mononiiklear infiltrasyonlarla kendini gosteren lenfoproliferatif ve oldukca
kontagiydz bir hastahigidir. Ilk kez 1907°de tanimlanmustir (Marek, 1907). Hastaliga
neden olan etken, lenfotropik, onkojenik herpesviriis, Marek hastaligi viriisi
(MHV)’diir (Biggs, 1975; Buckmaster ve ark., 1988). Memeli herpesvirusundan 131
milyon yil dnce ayrilmig olan Mardivirus genusunda yer alan MHYV, insanlarda

enfeksiyona sebep olmamaktadir (Payne,1999).

MHV’in en 6nemli 6zelligi T hiicrelerinde lenfomalar olusturmasidir (Biggs,
1975). Bunun yanisira immuniteyi de baskiladigindan hayvanlar1 diger patojenlere
duyarli hale getirmektedir (Biggs, 1968; Miles, 2015).

MHYV, tiiy follikiil epitellerinde replike olur ve kiimesteki toz ile horizontal
olarak yayilir (Rispens ve ark., 1972). MHYV ile enfekte olan bir tavuk, tiim yasami
boyunca MHYV tasir, sporadik olarak kiimes ve gevresine virlisii sagar (Miles, 2015).
Marek, her yastaki tavukta goriilmekle birlikte 12-30 haftalik tavuklarda daha ¢ok
goriilmektedir (OIE, 2017). Marek, tiim kiimes tavukc¢ulugu yapan d{ilkelerde
bulunmaktadir (Schat ve Nair, 2013). Ulkemizde de ilk kez 1960’larda bu hastalik
tespit edilmistir (Atilgan ve Yesilada, 1961; Baskaya ve Minbay, 1974; Giirel ve
Yesilada 1993).

Etkili bir tedavisi bulunmayan, yapilan asilamalarla kontrol altina alinmaya
caligilan Marek hastaligi (MH) nin diinya ¢apinda kanath sektdriine maliyeti yilda
bir ila iki milyar dolar arasindadir (Hildebrandt ve ark., 2014). Bu nedenle, MH’nin

kontroli ekonomik olarak dnemlidir.

Tanimlandigi zamanlardan glinimiize MHV’de 10-15 yilda bir evrim

goriilmekte hastaligin klinik-patolojik bulgular1 ve siddeti degismekte, virulensindeki



artiglar nedeniyle (Osterrieder ve ark., 2006; Witter, 1997) her gecen yil daha da

biiyliyen kanatli endiistrisi i¢in ciddi bir problem olarak 6nemini korumaktadir.

1.1. Tarihge

Marek, uzun yillar boyunca tavuklar ve hindiler arasinda sporadik olarak
gozlemlenmistir (Pappenheimer ve ark., 1929). 1907'de Budapeste Kraliyet Macar
Veteriner Okulu'nda Veteriner Klinisyen ve Patolog olan Dr. Joseph Marek, 4
horozun kanat ve bacaklarindaki bir hastalig1 multiplepolindritis olarak tarif etmistir.
Horozlar1 ayrintili olarak incelediginde, sakral pleksuslarin kalinlagtigt ve omurga
yolunun mononiikleer hiicreler tarafindan infiltre oldugu dikkatini ¢gekmistir. Daha
sonra Hastalig1 bir "nevrit iltihab1" veya bir "polindrit" olarak tanimlamistir (Biggs,
2001). Dr. Joseph Marek’in raporundan bir yil sonra, 1908’de Ellerman ve Bang adli
iki arastirmact hastaligi yeniden iiretmeyi bagsarmiglardir. Daha sonra, 1921 yilinda
Kaupp (gozlerde korligii ilk kez teshis etmistir) Amerika’da, 1924°de Van der Walle
ve Winkler-Jenius Hollanda’da, 1929°da Galloway Ingiltere’de  hastalig
tanimladiklarinda bu hastaligin tiim diinyada yayilmaya basladigi anlasilmistir
(Baskaya ve Minbay, 1974; Pastoret, 2004). Bu ilk calismalarda sinirleri etkileyen
bir hastalik durumu oldugu bildirilerek, hastalik polyneuritis, tavuk felci ve
neuromyelitis gallinarum olarak tanimlanmistir. Ancak, o yillarda Marek hastaligi
lenfoid l6kozla benzer semptomlar gosterdigi i¢in iki hastalik birlikte Kanatli

Lenfoid Lokoid Kompleks olarak tanimlanmustir (Biggs, 2004).

Marek Hastaligmin tarihindeki O6nemli doniim noktalarindan  biri,
Pappenheimer ve ark. (1929)’nin 60 tavukta yaptiklari bir ¢alismada sinirlerde
goriilen lezyonlara ek olarak 6 tavugun dalak, yumurtalik gibi visseral organlarinda
lenfoid tiimorlerin de oldugunu bildirmeleri ve bu hastaligi visseral lenfomatozis

olarak tanimlamalaridir (Pappenheimer ve ark., 1929).

Ticari siiriilerde 1930 ve 1940 yillar arasinda mortalitede dikkate deger

oranda artiglar gézlemlenmistir. Mortalite artisina sebep olan bu klinik bulgular
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degerlendiren Dr. Biggs, terminolojideki karigikligt gidermek igin 1960°da,
Utrecht'te diizenlenen Diinya Veteriner Kiimes Hayvanlart Dernegi Konferans’inda
bu hastaligi, ilk kez tanimlayan “Marek” adiyla adlandirilmasin1 6nermistir. Bu isim
kabul gormiis olmasina ragmen bazi arastiricilar, gozlenen patolojik semptomlar ve
lezyonlara dayanarak, Avian l16kosis kompleks olarak adlandirmakta israr etmislerdir
(Biggs ve Payne, 1964). Daha sonra Churchill ve Biggs (1967) ve Nazerian ve ark.
(1968), tarafindan hastaligin etiyolojik ajani olan herpesviriis izole edilmis ve
“Marek hastaligr viriisi” (MHV) olarak adlandirilmistir  (Woniakowski ve
Niczyporuk, 2016). Etkenin izolasyonu ile Marek hastaliginin Lenfoid Lokoz’dan
farkli bir hastalik oldugu kabul edilmistir. Ama ilgingtir ki hastaligin ilk
tanimlanmasinin  lizerinden 60 yil gectikten sonra terminolojideki karigiklik
giderilmistir (Biggs 2004). Sekil 1’de Marek hastaliginin arastirmalarinin kirk yillik

Ozeti tanimlanmistir.

MDV'nin genom
sekansmm
;apilmasy

T-cell
tammlanmasi

Birlestirilmis
serotipli asilarm
kullanim

Asmm gelistirilmesi yeni molekiiler

asilarm tammlanmasi

1072 »» 1080

weeens 19T 1961 > 1090 1901 > 2000 2001 »»» X010

MDV'de kodlamayan
RNA'larm rollerinin
raporlanmasi

MD'ye sebep olan | o viral genomlarm genetik
virusun Virulent patotiplerin maniplasyonunda
tammlanmasi tammlanmasy teknolojik gelismeler

Sekil 1.1. 40 yillik MH aragtirmalarinin 6zeti (Biggs ve Venugopal, 2012).
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1.2. Etiyoloji

Uluslararas1 Viriislerin  Taksonomisi Komitesi (ICTV, 2011) tarafindan
yapilan son smiflandirmaya gore, MHV, Herpesvirales takimi, Herpesviridae ailesi,
Alpha herpesvirinae alt ailesi ve Mardivirus cinsi (Marek hastalik benzeri viriisler)

igerisinde yer almistir (Witter ve ark., 2005).

MHYV, baslangigta biyolojik 6zelliklerinden dolayr Gamma herpesvirinae
icerisinde yer alirken 2002’de tiim genom analizleri tamamlandiktan sonra
Mardivirus genusunda yeniden siniflandirilmistir (Tulman, 2000). Bu tarihe kadar bu
genus 4 tiirden olusuyordu: Gallid herpesvirus-3 (GaHV-3), Meleagrid herpesviriis-1
(MeHV-1) [yaygin olarak hindi herpesviriisii (HVT) olarak bilinen], Anatid
herpesviriis-1 ve Columbid herpesviriis-1’dir. Giiniimiizde GaHV-2 (Gallid
herpesvirus-2) serotip 1, GaHV-3 (Gallid herpesvirus-3) serotip 2 ve MeHV-1
(Meleagrid herpesvirus-1) ise serotip 3 olarak adlandirilmaktadir (Osterrieder ve
ark., 2006; Pandey ve ark., 2016; The Taxonomicon, 2013). Serotip 1 onkojenik,
serotip 2 ve serotip 3 non-onkojenikler olarak ayrilmaktadirlar (Witter ve Schat,
2003). MHV’nin bu ii¢ seropiti antijenik ozelliklerine gére OIE’de asagidaki gibi
siiflandirilmistir (OIE 2017).

1. Serotip 1
Bu serotip, viriisiin tiim patojenik suslarimni igerir, virulent plus (6rn., 648A),
cok viriilent (6rn. Md/5, Md/11, Ala-8, RB-1B), viriilent (6r. HPRS-16, JM
GA), hafif virtilent (6rn., HPRS-B14, Conn A) ve son olarak zayif bir sekilde
viriilent (6rn., CU-2, CV1-988).

2. Serotip 2
Bu serotip, dogal olarak aviriilent MHV suglarimi (6rn., SB-1, HPRS-24,
301B/1, HN-1) igermektedir. Bunlardan birkag¢inin viriilent suslara karsi

koruma sagladig1 gosterilmistir.



3. Serotip 3
Bu serotip, dogal avirilent HVT (6rn., FC126, PB1) suslarini igerir.
Genellikle monovalan as1 veya serotip 1 ve 2 suslariin kombinasyonlari

olarak kullanilmaktadir (OIE, 2017).

Bu ¢ serotipin DNA dizilemesi ile gen igeriklerinin yakin oldugu
belirlenmistir. MHV-1 serotipinin 103 gen, MHV-2 serotipinin 102 gen ve MHV-3
serotipinin ise 99 gene sahip oldugu belirlenmistir. Ama guanin ve sitozin (%G/C)
oranlart farklilik gostermektedir. MHV-1, MHV-2 ve MHV-3 sirasiyla %44,1,
%53,2 ve %47,2 oraninda G/C i¢ermektedir (Lee ve ark., 2008).

MHV, boyut olarak 160-180 kbp'lik lineer, ¢ift zincirli bir DNA (dsDNA)'ya
sahip bir virtstiir (Witter ve ark., 1970; Witter ve ark., 2005;). Virionlar genellikle
cekirdek icinde ve bazen sitoplazmada goriiliir (Schat ve Nair, 2013). Altigen
niikleokapsitli viriis partikiilleri 85-100 nm ¢apinda, zarfli viriis partikiileri ise 150-
160 nm ¢apindadir (Calnek ve ark., 1970). MHV bir i¢ ¢ekirdek, en dista zarf (15
adet glikoprotein igerir) ve 256 kapsomerli bir kapsitten olusmustur. Zarf ve kapsid
arasinda tegument adilan verilen proteinden olusan bir tabakaya sahiptir (Poonam ve
ark., 2017).

/ Glikoproteinler

Sekil 1.2. Zarfli bir MHV virusunun elektron mikroskop goriintiisii (Schumacher ve
ark., 2000).



MHV’nin genomunda ii¢ farkli gen grubu tanimlanmistir. Birinci grup genler
onkojenite ve patojeniteden sorumludur ve bunlar; meg (EcoRI-Q), fosfoprotein
pp38 ve 132 bp tekrar gen bolgesi olarak adlandirilmistir (Gimeno, 2004; Lee ve
ark., 2008; Nair ve Kung, 2004). Meg gen, 339 aminoasitten olusan bir proteini
kodlamaktadir (Jones ve ark., 1992; Tulman ve ark, 2000). Ayrica MHV,
patogenezde rol oynayan vIL8 (viral interlokin 8)'e sahiptir (Gimeno, 2004; Lee ve
ark., 2008). vIL8 geni, serotip 2 ve HVT’de bulunmamaktadir (Parcells ve ark.,
2001). Ikinci grup genler glikopretinleri kodlar. Ugiincii grup ise diger biitiin genleri
kodlamaktadir (Nair ve Kung, 2004).

Marek hastaligr viriisiiniin DNA's1, herpes simpleks viriisiine benzer DNA,
uzun ters tekrarli TR ve IR, bolgeleri ve kisa ters ¢evrilmis TRg'ler ve IRs bolgeleri
tarafindan olusturulan U_ ve Us olarak isimlendirilen iki farkli bolgeyi
kapsamaktadir. Patojenik ve nonpatojenik MHV DNA’larinin restriksiyon enzimleri
ile kesilen fragmentlerinin karsilastirilmast ile MHV’nin bu iki tipi arasinda viral
DNA’nin farkl oldugu, tavuklardaki tiimor olusumundan sorumlu olabilecek bolge
olarak tanimlanmistir. Yapilan ¢aligma sonuglarinda; nonpatojenik viral DNA’larda
BamHI-D ve -H'de lokalize uzun ters ¢evrilmis TR ve IR_ bolgelerinde 6zellikle
genisleme gorillmektedir (Fukuchi ve ark., 1985). Retroviral uzun terminal
tekrarlarmin (LTR) konak genoma eklenmesi, MHV'ye karsi kanser olusumuna ve
metastaza yol agan degistirilmis konak yanitlarina neden olur (Cui ve ark., 2016).

Sekil 3°’de MHV'nin tiim genomu sematik olarak gdsterilmistir.

Lineai form

( . o ) o“‘
(TTAGGG) 2 ile affa benzeri dizinler
Uzun Klsa
f ) ) f :
| Dt T ! — Epizomal form
/ TRy Up IRy IRg Ug T Rg
(TTAGGG), l\ ) (TTAGGG),

ters tekrarh TR ve IRs

VTR ve Meg gen
kodlandi

Sekil 1.3. MHV'nin tiim genomunun sematik goriiniimii (Pherson ve Delany, 2016).



1.3. Epizootiyoloji

1.3.1. Marek Hastahgimin Konaklarn

Bu hastalikta, tavuklar en Onemli dogal konak olarak tanimlanmistir.
Bildircin, hindi, siiliin, 6rdek ve bazi kaz tiirlerinin de hastaliga duyarli oldugu
bildirilmigtir. Primatlar dahil g¢esitli memeli tiirlerinde yapilan deneysel

inokulasyonlar, hastaliga direngli olduklarini gostermistir (Nair ve ark., 2008).

Japon bildircin ticari siiriilerinde MH'nin dogal salginlarinin yaygin oldugu
bildirilmektedir.  Etkilenen  hayvanlarda visseral organlarda lenfomalar
gelisebilmektedir. Ancak periferik sinirler nadiren etkilenmektedir. Oliim oran1 %10-
%?20'ye ulagabilmekte, ancak Oliimler nispeten ge¢ goriilmektedir (Imai ve ark.,
1990; Kobayashi ve ark., 1986; Pennycott ve ark., 2003; Smith ve ark., 1980).

Avrupa'da ticari hindi siiriilerinde (Coudert ve ark., 1997; Gawel ve ark.,
1998; Pennycott ve Venugopal, 2002; Voelckel ve ark., 1999) ve Israil’de (Davidson
ve ark., 2002) 1997 ile 2002 yillar1 arasinda MH'nin ciddi salginlari oldugu
bildirilmistir. Baz1 durumlarda, etkilenen hindi siiriileri broyler siiriilerine yakin
olarak yetistirilmistir. Felg, baz1 hayvanlarda gézlenmis ve periferik sinirler nadiren
lenfositlerle infiltre olmustur. Tiimorlerden kaynakli 6liimler 8-30 haftalik yaslar

arasinda %40-80'e ulagsmistir (Coudert ve ark., 1997; Davidson ve ark., 2002).

Hastalik, ticari hindi popiilasyonlar1 igerisinde heniiz endemik degildir.
Yapilan deneysel c¢alismalarda %70’e varan mortalite ile sonuglanan MHV

enfeksiyonlarina rastlanilmistir (Sandelin ve Estola, 1974; Witter ve ark., 1974).

Deneysel calismalarda MHV inokule edilen 6rdeklerde klinik olarak hastalik
gerceklesmemistir. Ancak antikorlarin varligr goriilmiistiir (Baxendale, 1969). Son
zamanlarda Japonya’da beyaz Onlii kazlarda MH vakasi bildirilmistir (Murata ve
ark., 2007; Tomikawa ve ark., 2001). Sonradan yapilan analizlerde bu tiiriin bliyiik
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bir cogunlugunda ve birka¢ farkli 6rdek tiiriinde tiiy uclarinda meg geninin varligi
tespit edilmistir (Murata ve ark., 2012).

1.3.2. Marek Hastahiginin Yayihsi, Tasiyicilar, Vektorler

Marek hastalig1 viriisii (serotip 1), hava yolu ile tavuklar arasinda direkt veya

indirekt yolla bulagmaktadir (Biggs, 1985).

Tiiy follikiil epitelleri enfeksiydz viriisii tagiyabilmekte ve tiretebilmektedir
(Calnek ve ark., 1970). MHV’li bu epitel hiicrelerinin kiimese sagilimi i¢in kiimeste
bulunan tavuklar enfeksiyon kaynagini olusturmaktadirlar. Kontamine olmus kiimes
tozu, 20°C-25°C'de en az birkag ay ve 4°C'de yillarca enfeksiyon kaynagi
olabilmektedir (Calnek, 1986). MHV bir tavuk siiriisiine girdikten sonra asi ve
genetik direng durumu etkili olmamakta enfeksiyon hizlica hayvandan hayvana
aktarilmaktadir (Kenzy ve Biggs, 1967; Nair ve ark., 2008).

MHV'nin yumurta yoluyla (vertikal) aktarilmadigi tespit edilmistir. Ancak
giinliik civeivlerin ve piliglerin, barinak tiretim sistemleri igerisinde yer alan alet,
ekipmanlar ve personel tarafindan horizontal olarak enfekte olabilecekleri
bildirilmektedir.

Gocmen kuslar, ordekler ve beyaz ayakli kazlarin MHV tasiyicist oldugu
bildirilmistir. Tavuk kirmizi akarlar1 da kanatli patojenlerinin tasiyicilart olarak
tanimlanmis ama MHV tasiyip tasimadigi kesinlik kazanmamistir. Sekil 1.4.°te
MH’nin bulasma modeli gosterilmistir (Boodho, 2016). Cop akarlari, sinekler ve
koksidial oositlerin MHV’yi aktarmadigi, kara boceklerin pasif olarak aktardigi
bildirilmistir (Beasley ve Lancaster, 1971; Brewer ve ark., 1968; Brewer ve ark.,
1969).
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Sekil 1.4. Kanatl tiirleri arasinda vertikal ve horizontal bulasma modeli (Boodho,
2016).

Yapilan ¢aligmalarda hindi ve tavuklar arasinda horizontal bulasmanin oldugu
belirlenmistir (Coudert ve ark, 1997). Baska bir ¢alisma da tavuktan bildircinlara,
bildircinlardan tavuklara MHV'nin transfer oldugu bildirilmistir (Dutton ve ark.,
1973; Witter ve Schat, 2003).

Marek hastalig1 diizensiz yayilmakta, bazi bolgelerde daha sik goriiliirken
baz1 bolgelerde daha seyrek goriilebilmektedir. Bunda da as1 uygulamalarinin etkili

oldugu bildirilmistir (Biggs, 1967).

1.3.3. Marek Hastaliginin inkubasyon Periyodu ve Insidensi

Dogal kosullarda gerceklesen hastalikta inkubasyon periyodunun belirlenmesi
viriisle enfekte olma zamaninin tam olarak bilinememesinden dolayr heniiz kesin
olarak saptanamamistir. Deneysel calismalarda inkiibasyonun, bireyden bireye
degismekle birlikte 21-28 giin arasinda oldugu belirlenmistir. Ancak bazi bireylerde
siirecin 2-3 aya kadar uzayabilecegi de bildirilmektedir (Biggs, 1967). Klinik
bulgular ve patolojik lezyonlarin genellikle deneysel inokulasyondan 3-4 hafta sonra
ortaya c¢iktig1 tespit edilmistir (Schat ve Nair, 2013). Saha kosullar1 altinda, MH

salginlart bazen agilanmamis 3-4 haftalik yumurtaci tavuklarda goriilebilmektedir.
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Ciddi vakalarin ¢cogunun ise 8-9 haftalik yaslardan sonra goriildiigi bildirilmistir
(Morrow ve Fehler, 2004).

Marek hastaligina, yetiskin tavuklarin genglere gore daha direngli oldugu
saptanmustir (Witter ve ark., 1973). Bu hastaliga, her yasta, 3-4 haftalik veya sonraki
yaslarda, en ¢ok 12-30 haftalik yaslarda rastlanilmaktadir (OIE, 2010). Broylerlerde
MH’nin baslangici1 6zellikle 4-6 haftalik yaslar arasindadir (Okwor ve Eze, 2011).
Yumurtact siiriilerde genellikle 10-12 haftalik yaslarda olur. Bu ayni zamanda,
yumurtlama periyodunun pik seviyeye ulastigi 30 haftalik yaslarda tiimor oranin da

en yiiksek seviyeye ulasacaginin gostergesidir (Zhuang ve ark., 2015).

Bildirimi zorunlu bir hastalik olmadigindan raporlama sistemleri farklidir ve
gergek MH insidensini belirlemek zordur (Schat ve Nair, 2013). OIE verilerine gore
tiim diinyada yaygindir (Couteaudier ve Denesvre, 2014). OIE'in giincel verilerine
gore, diinya iilkelerinin yaklasik yarisinda MHV enfeksiyonu vakalar1 bildirilmistir

ve agagida Sekil 1.5.’te sematize edilmistir (Boodhoo ve ark, 2016).

Avrupanin  Afrikanin
B verileri verileri

[ MH oldugu yerler
@ =8 [MHY oimadig
yerler

Amerika'min  Okyanusya'nin Asya'nin
verileri verileri verileri
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Sekil 1.5. Diinya ¢apinda MH viriisiine iligkin dagilim haritas1 (Boodhoo ve ark,

2016).

Harita, OIE hayvan saglik bilgi sistemi (WAHIS) aracilifiyla paylagilan bilgilere gore
olusturulmustur. Kirmizi yerler, MHV’nin 2009 yilindan oncesi ve 2009-2016 yillar1 arasinda
raporlandig alanlari, mavi olan yerler ise MHV nin olmadig1 alanlar1 gostermektedir. A) MHV pozitif
olan iilkeleri resmeden diinya haritast. Hem Cin hem de Misir (siyah) yilda bir MHV salgini bulunan
endemik bolgelerdir. B) Dairesel grafikler cografi konumlarina (kitalarina gore) gore OIE'ye MHV
vakalari bildiren iilkelerin sayisin1 gostermektedir.
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Yapilan cesitli calismalarla tlilkemizde de Marek hastaliginin sik gorildigi
ortaya konulmustur (Aydmn ve ark., 1991; Kokiiuslu ve Ozkul, 1975). Alkan ve
Bayraktar’in 1994°de Ankara, Istanbul, Izmir, Konya ve Manisa illerinde yaptiklari
calismada Marek hastaliginin kanatli hayvanlarda en sik rastlanan ikinci viral
hastalik oldugu ve en fazla Ankara ve Konya illerinde rastlanildigi bildirilmistir

(Alkan ve Bayraktar, 1995).

MHV’nin insidensini bir¢ok faktor etkilemektedir. Bunlar; MH virusuna
maruz kalma yasi, genetik yapi, maternal antikorlarin seviyesi, viriis susunun
viriilans1, konagin cinsiyeti ve komplike edici faktorlerdir (6rn., diger
immunosupresif ajanlarla enfeksiyon) (Miles, 2015). Genellikle disiler timor
olusumuna daha yatkindir. Maternal antikorlarin varligi paralizi ve mortaliteyi
geciktirir ve azaltir fakat MHV’ye maruziyetten birkac giin sonra dokulardaki

yayilimini 6nleyemez (Calnek, 1972; Payne ve Rennie, 1973).

o

Marek’te morbiditenin %10-50 arasinda degistigi, mortalitenin baslangicta
%380’e ulabilecegi ve daha sonra azaldigi bildirilmigstir (Frederick ve ark., 1999).
Hastaligin klasik formunda nadiren mortalite %10-15"1 agmaktadir ve bazen birkag
hafta veya aylar sonra da ortaya ¢ikabilmektedir. Akut formda insidensi %210-30
arasindadir, bazen bu oran %70’e ulasabilir. Mortalite birkac¢ hafta i¢inde hizli bir
sekilde artabilir ve daha sonra durur ya da birkag ay boyunca sabit veya yavas yavas
diisen hizda devam edebilir. Akut formda, kanathi hayvanlar siklikla siddetli
depresyona ugrar ve bazilar1 klinik hastalik belirtileri gdstermeden olebilir (OIE,

2017).

1.4. Patogenez

Marek hastaliginin patogenezi ¢ok farkli ayirt edici Ozelliklere sahiptir
(Venugopal, 2018). Lenfoma olusuma yol agan MHV’nin neden oldugu
enfeksiyonlarda 4 faz tanimlanmistir: a) Erken sitolotik faz; b) Latent faz; ¢) Ikinci

sitolitik faz ve tiiy follikiil epitellerinde sitolitik enfeksiyon; d) Transformasyon, B
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lenfomalarin gelisimi (Schat ve Nair, 2013). Ardisik siralanmalarina ragmen bu
asamalarin birbirinden ayr1 olusmasi zorunlu degildir. ilk iki faz birbirinden keskin
cizgilerle ayrilirken, latent ve transformasyon fazlarimin her ikisi farkli hiicre
populasyonlarinda sitolitik enfeksiyonlarla karisik halde var olabilirler ve lenfomalar

daha sonraki asamada gergeklesir (Calnek, 2001).

Serotip 1 (MHV), solunum yoluyla viicuda girmektedir. Viriis, ilk olarak
solunum yollarindaki epitel hiicrelerinde c¢ogalmaya baslar, akcigerlerde
replikasyona ugrar, akcigerlerden makrofajlar yardimiyla bursa fabricus, timus ve
dalak gibi lenfoid dokulara gecer (Nair, 2005). Makrofajlarin olaya dahil olmasiyla
hiicre bagimli viremi ger¢eklesmeye baslar (Nair ve ark., 2008; Venugopal ve Payne,
1995; Witter ve Schat, 2003). Virusun hiicreden hiicreye transferinde viral
interleukin-8 (IL-8) etkili olmaktadir (Cortes ve Cardone, 2004; Engel ve ark, 2012).
Bu organlarda 3-6 giin sonra sitoliz meydana gelir ve boylece erken sitolitik
enfeksiyon donemi baslar (Schat, 1981; Venugopal ve Payne, 1995). Sitolitik
enfeksiyondaki asil hedefin B lenfositleri oldugu bildirilmesine ragmen T lenfositleri
aktive olur ve immun reaksiyon sonucu enflamatuar bir cevap sekillenir (Delecluse
ve Hammerschmidt, 1993; Venugopal ve Payne 1995). Bu asamada, timus ve bursa
Fabricius’ta olusan atrofi sonucu bagisikligin baskilandigi immunsupresyonun
olustugu belirtilmektedir (Payne ve Venopopal, 2000; Witter ve Schat, 2003).
Sitolitik fazin sonuna yakin MHV enfekte lenfositler araciligiyla tiiy folikiil epiteli
(TFE)’ne tasmir ve ortalama 10 giin sonra viriis sagilimi baglar (Calnek ve ark.,

1970; Nair, 2005).

Sitolitik asamadan sonra, MHV enfekte lenfositlerde latent doneme girer. Bu
evre bazen CD4+ T hiicrelerinde bazende CD8+ T ve B lenfositlerde goriiliir
(Morimura ve ark., 1995; Osterreider ve ark., 2006). Yaklasik 6-7 giinlerde gelisir.
Latent evre boyunca T hiicrelerinde apoptozis sekillenir (Morimura ve ark., 1995).
Timor olusumu sekillenmez (Morimura ve ark., 1995; Osterreider ve ark., 2006).
Hiicrelerde virus bulunmasina ragmen virusla ilgili antijenler immunohistokimyasal
boyamalarda goriilmez. Nononkojenik serotiplerle enfeksiyonda da latent evrenin

sekillendigi bildirilmistir (Shek ve ark., 1982).
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Latent evreden sonra hastaligin 2-3’{incii haftalarda geg sitolitik donem baslar
(Witter ve Schat, 2003). Bu evre, ¢alismalarda ¢ok detaylandirilmamistir ve her
zaman gerceklesmez. Bu evrenin siiresi ve gelisimi MHV nin viriilensine ve konagin
genetik direncine baghdir (Schat ve Nair, 2013). Lenfoid organlar dahil bobrek,
pankreas, bezli mide, TFE etkilenir ve bu organlarda mononiiklear lenfositik hiicre
infiltrasyonlar1 ve atrofi gozlenmektedir (Witter ve Schat, 2003). Kalict
immunosupresyon bu evre de sitolotik enfeksiyonlarla es zamanli olarak meydana

gelmektedir (Calnek, 2001).

Transformasyon evresi, serotip 1 ile olusan enfeksiyonlarda olusur (Miles,
2015). Bu evrede asil hedef CD4+ ve CD8+ T lenfositlerdir (Burgess ve Davison,
2002; Schat ve ark., 1991). I¢ organlarda goriilen lenfomalarin %75°i T lenfosit
kokenli iken, %15’inin B lenfosit kaynakli oldugu bildirilmistir (Payne ve Rennie
1976; Rouse ve ark., 1973). Bu evrede lenfoid organlardaki (timus, dalak, bursa
fabrikus) aktif T lenfositler dejenerasyona ugrarlar. B lenfositlerin dejenerasyonu
sonucunda ise T lenfositlerin aktive olmasiyla B lenfositlerde bulunan
olgunlagsmamais virus partikiillerine kars1 gelisen immun yanit sonucun da yardime1r T
lenfositlerde transformasyon sekillenir (Baigent ve Davison, 2004; Keles, 2007;
Witter ve Schat, 2003; Yavuz, 2014). Transformasyon ge¢irmis T hiicreleri perifer
sinirlerde, i¢ organlarda ve dokularda ¢ogalir ve bu durum tiimér olusumuna kadar
devam eder (Calnek ve Witter, 1997). Sekil 1.6’da MH’nin patogenezisi sematize

edilmistir.
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Sekil 1.6. Marek hastaliginin patogenez asamalarinin sematik olarak gdsterimi
(Miles, 2015).

MHYV enfeksiyonu Oncesi embriyonal bursektomi (tim B hiicrelerinin
cikarilmig) yapilanlarda sitolitik enfeksiyonun olusmadigi, latent enfeksiyon ve

lenfoma olusumunun meydana geldigi goriilmiistiir (Schat, 1981).

Nitrik oksit (NO)’in, MHV replikasyonunun kontroliinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Jarosinski ve ark., 2002).

1.5. Marek Hastahiginda Klinik Bulgular ve Lezyonlar

Serotip 1 (MHV) ile enfekte kiimeslerde, genellikle hastaligin 4 klinik
formunun oldugu goriilmistiir ve her forma spesifik klinik semptomlarin degistigi

bildirilmistir (Payne ve Venopal, 2000). Bunlar;

a) Hastaligin klasik veya sinirsel formu; cogunlukla sinirlerde felgle
karakterizedir (OIE, 2012). Klasik formunda, MH'nin en yaygin klinik bulgusu,
bacaklar ve kanatlarin kismen veya tamamen felce ugramasidir. Karakteristik bulgu,
bir veya daha fazla periferik sinirin biiylimesidir. En ¢ok etkilenenler vagus,

brachiyal ve siyatik sinir pleksuslaridir. Etkilenen sinirler ¢ogunlukla normal
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kalinliklarinin  iki veya ¢ katt biiyiir, normal, c¢apraz ¢izgili ve parlak
goriinimliidiirler. Ayrica sinirler gri veya sarimsi goriinebilir, bazen de 6demli
olabilirler. Periferik sinirlerin genislemesi ile bacaklar ve kanatlar felce ugrar, ancak

sinir tutulumu bazen yetiskin kuslarda goriilmez (OIE, 2012).

Bacak sinirleri (Nervus ischiadicus) etkilenen tavuklar, paraliz nedeniyle
“fowl paralysis” veya “range paralysis” diye adlandirilan Tiirk¢e karsilig1 “balerin
oturusu” olarak belirtilen Marek hastaligina spesifik, bir bacagi 6ne digerini arkaya
uzatirlar (Atilgan ve Yesilada, 1971; Calnek ve Witter, 1972; Minbay, 2002; Witter
ve Schat, 2003). Genellikle 2 ile 12 haftalik tavuklarda goriliir (Payne ve Venopal,
2000).

Irise lenfositik infiltrasyonlar sonucu gdzlerde korliik ve anomaliler meydana
gelmekte bu durum “gri goz” olarak tanimlanmaktadir. Cogunlukla, bu anomaliler

16-18 haftalik yetiskin tavuklarda goriilmektedir (Ficken ve ark., 1991; OIE, 2017).

b) Akut formda visseral organlarda tipik lezyonlar goriiliir. MHV'nin susuna
bagli olarak ovaryumlarda, karacigerde, dalakta, bobreklerde, akcigerlerde, kalpte,
proventrikulusta ve deride lenfomatéz lezyonlar seklinde goriilmektedir. MHV
tarafindan  iretilen tlimorler ayni zamanda avian leukosis viriisii ve
retikiiloendoteliosis viriisii gibi retroviral patojenler tarafindan indiiklenen tiimorlere

benzeyebilir ve bunlarla ayrimi da énemlidir (OIE, 2017).

¢) Gegici felg formu; nadir goriilen bir durumdur. Genellikle 5 ile 18 haftalik
yaslarda olusur. Beyin iltihabi ile ani baslayan 24-48 saat sonra sonlanan gegici felg

durumudur. Bazi1 durumlarda 6liimde sekillenebilir (Payne ve Venopal, 2000).

d) Akut mortalite formu; hastaligin bu formu gilinlimiizde goriilmiistiir. Bu
forma ¢ok yiiksek viriilent suslarin neden oldugu disiiniilmektedir. Etkilenen
hayvanlarda lenfomalarin baglangicindan o6nce 6lim meydana gelir. Etkilenen
hayvanlarda bursa fabricius ve timus'un atrofisi karekteristiktir (Payne ve Venopal,
2000).
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1.6. Marek Hastali@imin Tam1 Metotlari

Etken varligin1 belirleyen baslica yontemler; viriisiin izolasyonu, viral DNA
veya antijenlerin dokuda gosterilmesi ve antikorun saptanmasidir (OIE, 2010; Schat
ve Nair, 2013; Zelnik, 2004). immunohistokimyasal analiz amaciyla yapilan gesitli
calismalarda immunoperoksidaz ve immiinofloresan testleri kullanilmigtir (Bulow ve
Biggs, 1975; Giirel ve ark., 2003; Ozbilgin ve ark., 2001). Giiniimiizde molekiiler
yontemlerde (PCR, Real Time PCR v.b) teshis i¢in kullanilmaktadir (Afonso ve ark.,
2001; Baca, 2002; Biarn’es ve ark., 2013; Baigent ve ark., 2011; Baigent ve ark.,
2016; Davidson ve ark., 1995; Gimeno ve ark., 2014; Handberg ve ark., 2001; Islam
ve ark., 2006; Silva ve Gimeno, 2007).

1.6.1. MHV lzolasyonu

Marek hastaligr viriisii (serotip 1) enfekte hayvanlarin dokularindan izole
edilebilmektedir (OIE, 2010). Hiicreler, MHYV ile enfekte olduklarinda morfolojileri
degisir bu degisim sitopatik etki (CPE) olarak adlandirilmaktadir. Serotip 1’in in-
vitro kiiltiirlenmesi ilk olarak Churchill ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir
(Churchill ve Biggs, 1968). Genellikle dalak hiicreleri, lenfoma siispansiyonlari,
heparinize kandan buffy coat hiicreleri izolasyon i¢in kaynak olarak kullanilir. MHV,
genellikle geng civeivler, embriyolu yumurta, doku kiiltiirtinde tiretilir ve test edilir.
Tavuk bobrek hiicreleri veya 6rdek embriyo fibroblastlar hiicre kiiltiirleri yeni
suslarin izolasyonu ve c¢ogaltilmasi en iyi segeneklerdir. Enfekte inokulumun hiicre
kiiltiirtine aktarimindan 3-5 giin sonra plak olarak adlandirilan CPE’nin ortaya ¢iktigi
ama yaklasik 7-10 giin igerisinde bu plaklarin sayilabildigi bildirilmektedir (OIE,
2017). Viris izolasyonu sirasinda olusan CPE etkileri, bazen kontaminasyon veya
besin eksikliginden de olabilir ve hiicre kiiltiiriiniin degerlendirilmesi uzmanlik

gerektirmektedir (OIE, 2017).
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1.6.2. Serolojik Testler

Yaklasik 4 haftalik yastaki tavuklarda MHV antikorlariin varliginin tespiti
enfeksiyonun gostergesi olarak kabul edilebilmektedir. Bu yastan Once, bu tiir
antikorlar, yumurta saris1 araciligiyla antikorun maternal gegisini temsil edebilmekte

ve aktif bir enfeksiyonun kanit1 olarak degerlendirilememektedir (OIE, 2017).

As1 viriis suslart ve onkojenik MHV’lerinin (serotipl) glikoproteinleri
arasinda ortak antijenik determinantlarin varligi sebebiyle konvensiyonel serolojik
metodlar kullanilarak belirlenen antikorlarin gosterimiyle infeksiyonunun kaynaginin
as1 veya saha tipi suslardan hangisinden kaynaklandiginin ayirimi yapilamamaktadir.
Bir infeksiyonda restriksiyon endoniikleaz, in situ hibridizasyon analizleri ve
serolojik analizlerle serotip ayirimi yapilabilse de, saha (patojenik) serotip 1 ve asi
olarak kullanilan anteniie serotip 1’in ayirimini yapilamamaktadir (Endoh ve ark.,
1994; Fadly ve ark., 1996; Fan ve ark., 1995; Garcia ve ark., 1996). MH nin
tamisinda serolojik olarak ELISA, Agar Jel Immundifiizyon, Direkt ve Indirekt
Florasan Antikor gibi testler kullanilmaktadir (Kutsal, 1989; OIE, 2017; Powell ve
Payne, 1993).

1.6.3. Histopatolojik Y ontemler

Marek hastaliginin teshisinde hastaligin belirlendigi zamanlardan giliniimiize
kadar klinik makroskobik ve histopatolojik bulgular yanisira immunohistokimyasal
(immunoperoksidaz ve immunoflorasan testi) testler tani i¢in oldukca fazla bir
sekilde kullanilmistir (Biggs ve Payne, 1967; Bulow ve Biggs, 1975; Cift¢i ve ark.,
2011; Fujimoto ve ark., 1971; Giirel ve ark., 2003; Helmboldt, 1972; Keles, 2007,
Ozbilgin ve ark., 2001; Sevoian ve Chamberlain, 1964; Yavuz, 2014). Halen “altin
standart” test olarak kullanilmasina ragmen zaman alict ve uzmanlik gerektiren bir

metottur (Woniakowski ve Niczyporuk, 2016).
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MH’de deride, kaslarda, gonadlarda, visseral organlarda, iriste ve periferal
sinirlerde mononuklear infiltrasyon goriliir (Schat ve Nair, 2013). Teshis amagli 6lii
hayvanlarin infiltrasyon goriilen bu organlarindan yararlanilmaktadir. Histopatoloji
de MH lenfomalar1 i¢inde heterojen lenfoid hiicre popiilasyonlarinin Hematoksilen
Eosin boyali kesitlerde veya lenfomalardan yapilan siirme preparatlarin May-
Griinwald-Giemsa boyanmasiyla gdézlenmektedir. MH kaynakli lenfomalarda, B
hiicrelerinde T hiicreleri antijenlerinin (MATSA: MD tumor Associated Surface

Antigen) varhig1 saptanmistir (Carli, 2018).

Periferik sinirlerde A ve B tipi diye adlandirilan iki tip lenfotropik lezyon
goriilmektedir. Tip A lezyonlar neoplastiktir ve ¢ogunlukla CD30+ ve CD4+ T
hiicreleri bulunur. B tipinde inflamasyon ve 6dem goriiliir (Burgess ve ark., 2001;
Payne, 2004; Witter ve Schat, 2003). Baz1 vakalarda ise 6dem fazla olmamakla
birlikte Schwann hiicre ve fibroblast sayisinda artis gozlenir. Makrofajlara da

rastlanmaktadir (Payne ve Biggs, 1967).

1.6.4. Molekiiler Teknikler

Asilamanin etkinligini veya kanath kiimeslerinde farkli suslarin varligim
saptamada serolojik teknikler yeterli degildir. Bu nedenle gerekli viral tespiti ve

nicelendirmesini saglayan diger yontemler kullanilmalidir.

Molekiiler testler, Mardiviriis’lerin tily ve kan 6rneklerinde saptamasini saglar
ve serotiplerin ayirimi miimkiin kilar (Baigent ve ark., 2011; Biarn’es ve ark., 2013)
hatta serotip 1 suslarmin patotipini tespit edilebilmesini saglayabilmektedir (Becker
ve ark., 1992; Davidson ve Borenshtain, 2003). Bu molekiiler teknikler arasinda
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu teknikleri (QPCR), GaHV-2 (Baigent ve ark.,
2005), GaHV-3 (Renz ve ark., 2006) ve MeHV-1"nin (Islam ve ark., 2006) mutlak
miktar 6l¢limii i¢in oldukca hassas bir testtir. Bu teknik araciligiyla serotipe gore

hiicre basma diisen viral genomlarin ortalama sayisini belirlemek miimkiindiir.
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Konvansiyonel PCR gibi tekniklerle ancak ii¢ serotipin ayrimi ve varligi

belirlenebilir (Becker ve ark., 1992).

Zhu ve ark. (1992), yaptiklar1 deneysel calismalarinda onkojenik susla
enfekte ettikleri hayvanlarin doku orneklerinden elde ettikleri DNA’larda hedef
bolgenin 2-3 kopyasini elde ederken nonkojenik suslarla enfekte ettikleri hayvanlarin

DNA'’larinda ise hedef bolgenin ¢ok fazla sayida kopyalarini elde etmislerdir.

Marek virusunun onkojeniteden sorumlu gen bolgesi molekiiler yontemlerle
saptanabilmekte ve onkojenik ve nonkojenik serotipler birbirinden ayirt
edilebilmektedir (Afonso ve ark., 2001; Lee ve ark., 2000; Silva, 1992; Zhu ve ark.,
1992). Onkojenik MHYV suslarinda hedef bolgenin 1-3 kopyasi belirlenirken, as1 susu

olarak kullanilan viruslarda ise 4-9 kopya saptanmaktadir (Davidson ve ark., 1995).

1.7. Marek Hastahiginda Koruma ve Kontrol Stratejileri

Marek Hastaligimi onlemek icin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Asilama,
giinlimiizde ve yakin gelecekte, MH'nin 6nlenmesi ve kontrolii i¢in esas stratejiyi
temsil etmektedir. MH kontroliinde etkili asilarin gelistirilmesi (Churchill ve ark.,
1969; Nair ve Kung, 2004; Rispens ve ark., 1972) 6nemli bir basaridir. Bununla
birlikte, genetik diren¢ ve biyogiivenlik, dogru bir sekilde uygulanan asilama

prosediirlerinin 6nemli destekleridir (Miles, 2015).

1.7.1. Genetik Direnc

Tavuklarm MH duyarhiliklart dogustan sahip olduklar1 6zelliklere gore
degismektedir. Duyarliliktaki degisime sebep olan genlerin tespiti yapilarak hastaliga
dayanikli hatlarin gelistirilmesi i¢in c¢aligmalar yapilmistir. Bu calismalara 6rnek
olarak 1935°te Hutt ve Cole’un yaptiklari ¢alisma verilebilir (Hutt ve Cole, 1947).
MH’ya karst direncle iliskili major histocompatibility complex (MHC) genleri,

19



tarafindan kodlandig1 tespit edilmistir (Kaufman ve ark.,, 1999). Bu genlerin
temelinde ii¢c MHC lokusu bulundugu saptanmistir. Bunlar, B-F (class 1), B-L (class
I1) ve B-G (class IV)’dir (Briles ve ark., 1983). Son ¢alismalarda MHC olmayan
(non-MHC) MH’ya kars1 dayaniklilikla iligkili Rfp-Y olarak bilinen yeni bir bolge

daha tanimlanmistir (Lakshmanan ve ark., 1998).

1.7.2. Asillama

Marek hastaligina kars1 as1 ilk olarak Churchill ve ark. tarafindan 1969’da
hastaligin tanimindan kisa bir siire sonra gelistirmistir. Marek hastaliginda koruma
saglamak i¢in bir giinlikken veya in-ovo asilama ile yapilmaktadir (Powell, 1975;
Rispens, 1972). Hem tek basina hem de ¢esitli kombinasyonlarda farkli MH asilari
ortak kullanilmaktadir.

MH'ye kars1 kullanilmak {izere {i¢ tip as1 gelistirilmistir. Bunlardan birincisi
hindi herpes viriisit (HVT), 1970’lerde iiretilmistir. Yetmislerin basinda kanatl
kiimeslerindeki mortalite ve morbiditenin sorumlusu olarak goriilen MHV’ye karsi
kiimeslerde biiyiik 6l¢iide HVT asilamalar1 yapilarak hastaligin yayilisi 6nlenmistir
(Pastoret, 2004). MHV suslarmin daha yiiksek viriilansa dogru siirekli evrimi a1
etkinliginde es zamanl bir azalmaya sebep oldugundan daha etkili asilara ihtiyag
duyulmustur (Osterrieder ve ark., 2006; Witter, 1997). Bu yiizden ikinci olarak
bivalan asilar (HVT+serotip 2) kullanilmistir. Son olarak CV1988 (Rispens) antteniie
serotip 1 (MHV) asis1 gelistirilmistir (Gimeno ve ark., 2014). Yiiksek virulans

suglara kars1 iistiin koruma saglayan CV1988/Rispens tiim diinyada kullanilmaktadir.

Ulkemizde, Tarim ve Orman Bakanligindan ruhsath asilar, (Vectormune HVT
NDV Rispens, Cevac MD HVT Rispens, Innovax ND HVT, Nobilis Rismavac
(CV1988) + CA (HVT) 126, Marek's Disease Vaccine Serotip 3, Marek's Disease
Vaccine Serotip 1 ve 3, Poulvac Marek CVI, Poulvac Marek CVI + HVT) Marek
hastaligiyla miicadelede asilamada kullanilmaktadir. Ulkemizdeki yumurtaci siiriiler

Marek agilar ile kulugkahanede bir giinliik civcivken agilanmaktadir.
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Asilamanin yapilmadigi durumlarda mortalite %25-30, bazen de %60 gibi
oranlara ulastigi, asilama ile %5’ten daha asagiya distiigii bildirilmistir (Calnek ve
Witter, 1997; Meydan, 2012; Witter ve Schat, 2003). Ama yine de MH salginlari,

tamamen engellenememektedir.

Marek as1 suglari, tiimorlere ve mortaliteye karst oldukga etkili koruma,
yagam boyu bagisiklik kazandirma ve kalici enfeksiyonlar1 onleme de etkilidir. Fakat
as1; viriilan virisleri, siiperenfeksiyonlari, replikasyonu ve yayilimini tamamen
onleyememektedir (Davison ve Nair, 2005; Gimeno, 2008), bu nedenle tavuklar hem
ast hem de o6ldiirticii MHV suslariyla potansiyel olarak enfekte olabilirler. Onkojenik
virisle (serotip 1) as1 virlisi ayrimi  yapmak asinin  koruyuculugunun
degerlendirilmesi ve hastaligin tanisinin yapilmasi i¢in 6nemlidir (Gimeno ve ark.,

2014).

Ayn1 tavukta as1 ve viriilan viriisii tespit etme ve dlgme ve aralarindaki farki
ayirt etme, etkili koruma saglamak ve izlemek i¢in onemlidir. As1 viriisiiniin etkili
yonetiminin ve replikasyonunun dogrulamasmin yapilmasi ve zayif asi1 aliminin
nedenlerinin tanimlanmasi igin gereklidir. Ayrica bir kiimeste virulent viriisiin
varhiginin veya yoklugunun tespiti, kiimes ve g¢evresindeki hayvanlarda Marek’in

goriilme sikliginin saptanmasina yardimei olur (Baigent ve ark., 2016).

Tavuklar HVT ile asilanmissa, gergek zamanli kantitatif PCR testi ile viriilan
MHV-1 suslarindan, aralarindaki genetik farkliliktan dolayr kolayca ayrimi
yapilabilmektedir. Fakat tavuklar CVI988/Rispens asis1 ile asilanmissa, farki
soylemek cok zordur. Ciinkii as1 susu genetik olarak virtilan MHV-1’e %98 benzerlik
gostermektedir (Spatz ve ark., 2007).

Bu tez galismasinda amacimiz, Marek hastaliginin teshisi ile MHV-1 ve
CVI988 as1 sugunun farkinin, bir diger as1 susu olan HVT nin ayriminin, diinyada ilk

defa ¢oklu-qPCR’la es zamanli olarak gerceklestirilecek bir yontem gelistirmektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Klinik Ornekler

Bu tez c¢aligmasinda, Cizelge 2.1.1.°de gosterilen illerde bulunan ticari
yumurtaci Ve ev tipi toplam 16 isletmeden, Marek siipheli olarak 6lmiis 100 adet
tavuktan toplanan dalak oOrnekleri tasarlanan teshis metodunun verifikasyonu
amactyla kullanildi. Ayrica dalak orneklerinin toplandigr 100 adet tavugun her
birinden toplanan bezli mide ve Nervus ischiadicus ornekleri Marek yoniinden
histopatolojik olarak test edildi. Ankara’da bulunan bir isletme disindaki diger biitiin
isletmelerden toplanan 6rnekler Marek asilari ile asilanmus siiriilerden elde edildi.
Toplanan doku ve organ oOrnekleri ¢alisincaya kadar -80°C saklandi. Toplanan

orneklere iliskin bilgiler Cizelge 2.1.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1.1. Calismada kullanilan 6rneklerin toplandig iller, tiretim tipi, drneklerin tiiri, sayilar ve stirtilerin as1 durumlart.

Alinan organ

Numune No Uretim Tipi il As1 Durumu

Dalak Bezli mide N. ischiadicus
1 Ticari Yumurtaci Kastamonu Asil 15 15 15
2 Ticari Yumurtact Corum Asili 10 10 10
3 Ticari Yumurtaci Ankara Asilt 5 5 5
4 Ticari Yumurtaci Ankara Asilt 5 5 5
5 Ticari Yumurtaci Kirikkale Asilt 5 5 5
6 Ticari Yumurtaci Karabiik Asilt 5 5 5
7 Ticari Yumurtaci Ankara Asilt 5 5 5
8 Ticari Yumurtact Cankiri Asili 5 5 5
9 Ticari Yumurtact Ankara Asisiz 10 10 10
10 Ev Tipi Yumurtac1 Ankara Asisiz 5 5 5
11 Ticari Yumurtact Ankara Asili 5 5 5
12 Ev Tipi Yumurtaci Ankara Asilt 5 5 5
13 Ev Tipi Yumurtaci Ankara Asilt 5 5 5
14 Ev Tipi Yumurtact Kirikkale Asili 5 5 5
15 Ev Tipi Yumurtact Yozgat Asil 5 5 5
16 Ev Tipi Yumurtact Nevsehir Asil 5 5 5
TOPLAM 100 100 100
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2.1.2. Kullanilan Referans Suslar

2.1.2.1. Onkojenik Serotip 1 Susu

Tez calismasinda, Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Kanatl
Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari’na Marek hastaligi siiphesi ile gelmis hayvanlarin
doku orneklerinden yapilan histopatolojik muayene ile Marek pozitif ve DNA dizi
analizi sonucu ise onkojenik serotip 1 oldugu tespit edilen VKME17-MO01 no’lu sus
kullanildi.

2.1.2.2. Serotip 1 CV1988 Susu ve Serotip 3 HVT Susu

Tez c¢alisgmasinda, MH Serotip 1 grubuna ait CV1988 referans susu olarak,
sadece atteniie CVI988 susunu i¢eren Poulvac Marek CVI ve hem CVI988 hem de
HVT atteniie suslarimi i¢ceren Nobilis Rismavac+CA 126 asilar1 pozitif kontrol olarak
tiim testlerde kullanildi. HVT referans susu olarak ise HVT atteniie susunu igceren
Innovax ND HVT asis1 kullanildi. Bahsi gegen asilar invervet ve Ceva firmalarindan

temin edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Histopatolojik Yontem

Histopatolojik inceleme i¢in 100 adet Nervus ishiadicus ve 100 adet bezli
mideden alinan ornekler, %10'luk tamponlu formalin solusyonunda tespit edildi.
Formalin tespitindeki doku ornekleri 5 mm kalinlikta ve uygun biiyiikliiklerde
kiictiltiilerek doku takip kasetlerine alindi. 12 saat akan suda yikandi. Daha sonra
doku takip cihazinda (Leica TP 1020) sirastyla %70, %80, %90, %96 ve absolut
alkollerden sonra ksilol, ksilollii parafin, yumusak parafin ve sert parafinde gerekli
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stirelerde tutularak dokular tespit edildi ve parafin ile bloklandi. Hazirlanan parafin
bloklart 5 um kalinliginda kesit alinarak hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve 151k

mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekildi.

2.2.2. Primer ve Prob Tasarim

Bu calismada virulent MHV-1 ve CVI988 ayirimi i¢in pp38 geninin 320°nci
bazinda bulunan tek niikleotid polimorfizmi hedeflendi. HVT tespiti i¢in ise Sadece
HVT genomunda bulunan, MHV-1 ve MHV-2 genomunda bulunmayan HVTO070
genine ait dizi (Afonso ve ark., 2001) secildi. internal kontrol amaciyla tavuk
GAPDH geni hedef olarak kullanildi. Hedef ve hedef olmayan DNA dizileri NCBI
GenBank’tan elde edilerek Clustal Omega yazilimi ile hizalandi. Hizalanmisg
dizilerin, hedefler i¢inde korunmus fakat hedef disilarda farkli bolgeleri belirlenerek
bu bolgelere spesifik oligo setleri manuel olarak tasarlandi. Tasarimda Dorak (2007),
tarafindan tanimlanan ilkeler temel alindi. Virulent MHV-1 tespiti i¢in tasarlanan
problar FAM, internal kontrol problart HEX, HVT problar1 ROX ve CV1988 problari
CY5 boyalar ile 5’ucundan, BHQ1 boyasi ile ise 3’ ucundan isaretlenerek kullanildi.
Tasarlanan oligo setlerinin, su ana kadar tanimlanmis ve niikleik asit veri bankalarina
girmis tim DNA dizilerinden hangilerini ¢ogalttigi, Primer Blast ile in-siliko test
edildi. Tasarlanan primer ve prob setlerine ait diziler Cizelge 2.2.2’de gosterilmistir.

25



Cizelge 2.2.2.Calismada kullanilan primer, prob dizileri ve 6zellikleri.

Hedef Oligo Sekansi ll)Jl:;flllllklugu giillill?;a Referans

MHV1 Onkogenik (Forward) 5’- GAGGGAGAGTGGCTGTCAAA-3’ 188 bp 61.45°C Gimeno ve ark., 2014
MHV1 Onkogenik (Reverse) 5’- TCCGCATATGTTCCTCCTTC -3’ 188 bp 60.04°C Gimeno ve ark., 2014
MHV1 Onkogenik (prob) 5’- FAM-CCCCGGAGGTCAGGGAATGA-(BHQ1)-3° | 188 bp 68.78°C Bu calismada tasarlandi
CV1988 Spesifik (Forward) 5’-GAGCTAACCGGAGAGGGAGA-3’ 99 bp 60.86°C Baigent ve ark., 2016
CV1988 Spesifik (Reverse) 5’-CGCATACCGACTTTCGTCAA-3’ 99 bp 62.12°C Baigent ve ark., 2016
CV1988 Spesifik (prob) 5°-Cy5-CCCACCGTGACAGCC-(BHQ2)-3’ 99 bp 57.76°C Baigent ve ark., 2016
HVT (Forward) 5’-CACCAGCAATACGACGACG-3’ 345 bp 61.30°C Bu ¢alismada tasarlandi
HVT (Reverse) 5’-AATGGACTTCCGTTGACGAC-3’ 345 bp 59.97°C Bu ¢alismada tasarlandi
HVT (prob) 5’-ROX-GTAATTCGGCGGTGGGAGCG-(BHQ2)-3° 345 bp 68.98°C Bu ¢aligmada tasarlandi
Tavuk GAPDH (Forward) 5’-GGAGTCAACGGATTTGGCC-3’ 63 bp 62.75°C Gimeno ve ark., 2014
Tavuk GAPDH (Reverse) 5’-TTTGCCAGAGAGGACGGC-3’ 63 bp 62.50°C Gimeno ve ark., 2014
Tavuk GAPDH (prob) 5’-HEX-TATTGGCCGCCTGGTCACCA-(BHQ1)-3’ 63 bp 69.00°C Bu ¢aligmada tasarlandi
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2.2.3. Viral DNA izolasyonu

Viral DNA ekstraksiyonu ticari kit ile ekstraksiyon robotunda gergeklestirildi.
Bu amagla, 100 adet tavuktan alinan 100’er mg dalak 6rnegi 5’erli gruplara ayrilarak,
20 adet tiipte (MagNA Lyser Green Beads) havuzlandi. Her tiipe, 1000 ml 100 Mm
Tris-HCI (pH8.0) transfer edilerek ve i¢inde seramik boncuklarin bulundugu tiipler,
3000 rpm’de Magna Lyser (Roshe, Germany) cihazinda homojenize edildi. Elde
edilen homojenattan 400 ul alinarak Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 ekstraksiyon
kiti ve EZ1 Advanced XL izolasyon robotu kullanilarak kit protokoliine gore viral
DNA ekstrakte edildi. Asi1 suslarina ait viral DNA’lar ise ¢6zdiiriildiikten sonra direkt
Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 ekstraksiyon kiti ve EZ1 Advanced XL izolasyon
robotunda, kit protokoliine gore ekstrakte edildi. Elde edilen viral DNA ekstraktlari
kullanilincaya kadar -20°C saklandi.

2.2.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Coklu PCR (QPCR)

Bu c¢alismada, qPCR reaksiyonlari; 20 pl hacimlerde 4 pl kalip DNA, 6
mg/ml BSA, 20 mg/ml PEG 400, %0,25 Tween 20, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50
mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP mix, 0,1U Hot-Start DNA Polimeraz ve her
bir primerden 500 nM igerecek sekilde hazirlandi. Tim primerlere 6zgii baglanma
sicakligi, gradient PCR ile 60°C olarak belirlendi. Coklu qPCR amplifikasyon
kosullari, 95°C’de 180 sn 1 dongii; 95°C’de 10 sn 45 dongii, baglanma sicakligi
60°C’de 50 sn olarak belirlendi. Onkojenik MHV-1 pp38 geni hedefli (FAM boyasi
isaretli), CVI988 as1 susu hedefli (CY5 boyas isaretli), HVT FC126 hedefli (ROX
boyasi isaretli), internal kontrol GADPH hedefli (HEX boyasi isaretli) floresan
okuma profili Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda gergeklestirildi. Sekli
sigmoidal olan ve esik dongii sayisi 40’in altinda olan reaksiyonlar pozitif olarak

degerlendirildi.
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Test degerlendirilirken HEX kanalinda internal Kontroliin pozitif olmasi
beklendi, ardindan FAM kanalinda MHV-1, CY5 kanalinda CVI988 ve ROX
kanalinda HVT igin de ¢ogalma egrileri incelendi.Tavuk GADPH hedefli oligolardan
elde edilen sonug¢ inhibisyon ve reaktif kontrolii amagh kullanildi. Elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesinde treshold (ct) degeri 0,05 olarak ayarlandi. Yapilan
her ¢oklu qPCR ¢alismasinda her hedef i¢in bir adet pozitif, bir adet de negatif
kontrol  kullanildi. Test sonuglarinin  degerlendirilmesi  Cizelge 2.2.4.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2.4. Coklu qPCR sonuglarinin degerlendirme tablosu.

Onkojenik serotip-1 gPCR CV1988 QPCR HVT gPCR Negatif Kontrol g°PCR Pozitif Kontrol gPCR Sonug¢
FAM | CY5 | ROX | HEX FAM CY5 ROX | HEX | FAM | CY5 | ROX | HEX | FAM | CY5 | ROX | HEX | FAM | CY5 | ROX | HEX
P N N P - - - - - - - - N N N P P N N P Serotip-1 pozitif
CV1988 pozitif,
- - - - Pct>CY5ct | Pct>ctFAM N P - - - - N N N P P P N P MHV-1 negatif
Siirii CVI988 ile
- - - - Pct<CY5ct | Pct>ctFAM N P - - - - N N N P P P N P astl ve MHV-1
pozitif
- - - - - - - - N N P P N N N P N N P P HVT pozitif

N:negatif, P:pozitif
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2.2.5. Coklu qPCR Metodunun Optimizasyonu

Marek Serotip 1 grubuna ait CV1988 referans susu olarak, sadece atteniie
CVI988 susunu i¢eren Poulvac Marek CVI ve hem CVI988 hem de HVT atteniie
suslarin1 iceren Nobilis Rismavac+CA 126 asilari, HVT referans susu olarak ise
HVT atteniie susunu iceren Innovax ND HVT asis1 ve onkojenik serotip 1 olarak
VKME17-M01 no’lu sus duyarlilik ¢aligmalarinda kullanildi. Tasarlanan metodun
duyarliligini belirlemek igin tiim pozitif kontrol suslarinin, ilk tiipte 100 ng/uL DNA
olacak sekilde 10 katli diliisyonlar1 hazirlanarak her bir diliisyondan ¢oklu qPCR
yapild.

Hedef dis1 olarak ise Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigii, Kanatli Hayvan Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari sus koleksiyonunda yer
alan IBV (Infeksiydz Bronsitis Viriis), NDV (Newcastle Disease Viriis), ILT
(Infeksiydz Laringotracheitis Viriis), IBDV (Gumboro), Mycoplasma synoviae,
Mycoplasma gallisepticum, Pasteurella multocida, Avibacterium paragallinarum,

Salmonella Enteritidis ve Escherichia coli suslarina ait DNA/RNA’lar kullanildi.

2.2.6. Coklu gPCR Metodunun Saha Ornekleri ile Degerlendirilmesi

Klinik 6rnek olarak toplanan ve Marek teshisinde “gold standart” ydntem
olarak kabul edilen histopatolojik yontem ile degerlendirilen 6rnekler ¢coklu qPCR

metodunun validasyonu amaciyla kullanildu.
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3. BULGULAR

3.1. Histopatolojik Bulgular

3.1.1. Bezli Mide

Nekropsi sonrast hayvanlardan alinan 100 adet organ orneklerinden 63
adedinde ozellikle submukoza katmanindaki bezler arasinda daha sik olmakla
birlikte, bazen bezsel yapilarin yerini alacak kadar genis alanlara yayilma gdstermis
olup Ilenfositler, atipik lenfoblastlar ve tek tiikk plazma hiicreleri dikkati ¢ekti (Sekil
3.1.1.). Submukozadaki lenfoid follikiillerde hiicresel artis ve siklikla da tiimdral
hiicrelerin mukoza igerisine ve daha asagidaki bez lobiillerinin arasina dogru
uzandig1 gozlendi. Yiizey epitelleri arasinda submukozada diffuz, bezler arasinda

fokal yerlesimli kiiciik lenfositler, atipik lenfoblastlar ve makrofajlar secildi.

Sekil 3.1.1. Bezli mide de anizomorfizm ve plemorfizm 6zellik gdsteren lenfosit ve

lenfoblast hiicre infiltrasyonu, HE.
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3.1.2. Nervus ischiadicus

Nekropsi sonrasi hayvanlardan alinan 100 adet sinir 6rneklerinden 37°sinde,
sinir lifleri arasinda degisen yogunlukta kii¢iikk ve orta boy lenfositler, lenfoblastlar,
tek tiik makrofaj ve plazma hiicreleri ile oldukca biiyiik, vezikiiler sitoplazmali, koyu
bazofilik ¢ekirdekli MH hiicreleri gézlendi (Sekil 3.1.2).

Sekil 3.1.2. N. ischiadicus anizomorfizm ve plemorfizm 6zellik gosteren lenfosit ve
lenfoblast hiicre infiltrasyonu, HE.

3.2. Coklu qPCR Metodunun Referans Suslarla Amplikasyon Sonuclar:

Coklu qPCR c¢aligmasi es zamanli, referans suslar olan; CVI988 asisi, HVT
asis1, onkojenik serotip-1 (VKME17-MO01)’e ait viral DNA'lar ile tavuk GADPH
DNA's1, kullanilarak bir tiip icerisinde gergeklestirildi. Onkojenik Serotip 1 spesifik
gqPCR ¢alismasinin FAM kanali sonuglarinda referans sus olan serotip-1 (VKME17-
MO1) viral DNA’sinda ¢ogalma egrileri goriilirken (Sekil 3.2.1), CY5 ve ROX
kanalinda ¢ogalma egrilerine rastlanmadi. CVI988 as1 viral DNA'siyla yapilan ¢oklu
gPCR g¢alismasinda ise hem onkojenik serotip 1 hedefi olan FAM kanalinda hemde
kendi spesifik kanali olan CY5’te ¢ogalma egrileri goriildii (Sekil 3.2.2). Ancak
¢ogalma egrileri CY5’te daha 6nde goriildi. CVI1988 viral DNA’s1t HVT spesifik

ROX kanalinda amplikasyon gostermedi, ¢ogalma egrisine rastlanilmadi. HVT ag1
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viral DNA’s1yla ¢oklu qPCR ¢alismasinda ise FAM ve CY5 kanal hedeflerinde
cogalma egrileri gostermedi ve HVT e spesifik 6zgiil sonucglar elde edildi (Sekil
3.2.3). Tavuk GADPH DNA's1 tiim hedeflerde beklenildigi gibi ¢ogalma egrisi

gosterdi ve sonucun pozitif olmasiyla reaksiyonda inhibisyon olmadigi goriildii.

Sekil 3.2.1. Onkojenik Serotip 1 (VKME17-M01) hedefi sonuglar.
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Sekil 3.2.2. CVI988 as1 susu sonuglari. A) CVI988 as1 susu (FAM) sonuglari, B)
CVI988 as1 susu (CYS5) sonuglart.

—

Sekil 3.2.3. HVT m;$1 susu sonuglar1 [Rismavac+HVT (sar1) ve Innovac HVT
(kirmiz1)].
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3.3. Coklu qPCR Metodunun Optimizasyonu

Gelistirilen ¢oklu qPCR metodunun optimizasyonu i¢in her bir hedef i¢in
pozitif kontrollerin 10 katli sulandirmalart ve hedef dis1 organizmalar kullanildi.
Hedef organizmalardan onkojenik serotip-1 VKME17-M01; HVT ve CVI988 i¢in
Rismavac+CA126; yalnizca CVI988 icin Poulvac Marek CVI ve HVT igin Innovac
HVT ast suslarinin 10 kath sulandirmalarina ait qPCR sonuglart farkli kanallarda
olmak iizere grafikleri Sekil 3.3.1., Sekil 3.3.2., Sekil 3.3.3., Sekil 3.3.4., Sekil 3.3.5.,
Sekil 3.3.6. ve Sekil 3.3.7.°de; ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari ise Cizelge
3.3.1, Cizelge 3.3.2.,Cizelge 3.3.3., Cizelge 3.3.4., Cizelge 3.3.5., Cizelge 3.3.6. ve
Cizelge 3.3.7.°de gosterilmigtir. Viral DNA konsantrasyonlarindaki azalmayla
birlikte gPCR sonucu elde edilen ct degerlerinde de kademeli olarak azalma goriildii.
Yapilan analizler, 10 tekrarl ¢alisilmis olup hepsinde benzer sonuglar elde edilmistir.
Bu da gelistirilen yontemin uygun tekrarlanabilirlilige sahip oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3.3.1. FAM kanalinda test edilen onkojenik MHV-1 (VKME17-M01) susunun
10 katli sulandirma sonucu gPCR ile elde edilen ct grafigi.

Cizelge 3.3.1. Onkojenik MHV-1 (VKME17-M01) susunun 10 katli sulandirma
sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari.

Egriler |Sulandirma oranlar1 | ct degeri DNA Konsantrasyonu
A 10" 16,02 261,4 ng/ul
B [10° 19,6 26,14 ng/ul
c J10° 23,26 2,61 ng/ul
D |10" 28,57 0,26 ng/ul
E 10° 31,78 0,02 ng/ul
F Negatif kontrol 0

34



o
[foid
=

Sekil 3.3.2. FAM kanalinda test edilen CVI 988+HVT (Rismavac+CA 126) susunun
10 katli sulandirma sonucu qPCR ile elde edilen ct grafigi.

Cizelge 3.3.2 CVI 988+HVT (Rismavac+CA 126) asisusunun 10 katli sulandirma
sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari.

Egriler |Sulandirma oranlar1 | Ct degeri DNA Konsantrasyonu
A 10" 14,33 152,6 ng/ul
B [10? 17,77 15,27 ng/ul
C 107 21,8 1,52 ng/ul
D |10* 26,53 0,15 ng/ul
E 10° 31,8 0,015 ng/ul
F Negatif kontrol 0
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Sekil 3.3.3. CY5 kanalinda test edilen CVI988+HVT (Rismavac+CA 126) susunun
10 katli sulandirma sonucu gPCR ile elde edilen ct grafigi.

Cizelge 3.3.3. CVI 988+HVT (Rismavac+CA 126) as1 susunun 10 katli sulandirma
sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlart.

Egriler Sulandirma oranlan | Ct degeri | DNA Konsantrasyonu
A 10" 13,22 | 152,6 ng/ul
B 10° 16,67 | 15,27 ng/ul
C 107 20,58  [1,52 ng/ul
D 10 2489 0,15 ng/ul
E 10” 30,35 |0,015 ng/ul
F Negatif kontrol 0
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Sekil 3.3.4 ROX kanalinda test edilen CVI988+HVT (Rismavact+CA 126) susunun
10 katli sulandirma sonucu gPCR ile elde edilen ct grafigi.

Cizelge 3.3.4. ROX kanalinda test edilen CVI988+HVT (Rismavac+CA 126) susunun
10 katli sulandirma sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari.

Egriler Sulandirma oranlar1 | Ct degeri DNA Konsantrasyonu
A 10™ 14,74 152,6 ng/ul
B 107 18,63 15,27 ng/pl
C 107 23,12 1,52 ng/ul
D 10™ 29,19 0,15 ng/ul
E 10 N/A 0,015 ng/ul
F Negatif kontrol 0
0,6 —
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Sekil 3.3.5 FAM kanalinda test edilen CVI1988 (Poulvac Marek CVI) susunun 10
katli sulandirma sonucu qPCR ile elde edilen Ct grafigi.

Cizelge 3.3.5. FAM kanalinda test edilen CV1988 (Poulvac Marek CVI) susunun 10
katli sulandirma sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari.

Egriler Sulandirma oranlari ct degeri DNA Konsantrasyonu
A 10! 12,95 52 ng/ul
B 107 16,27 52 ng/ul
C 107 22,35 0,52 ng/pl
D 10" 27,91 0,052 ng/ul
E 10” 32,91 0,0052 ng/ul
F Negatif kontrol 0
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Sekil 3.3.6. CY5 kanalinda test edilen CVI1988 (Poulvac Marek CVI) susunun 10
katli sulandirma sonucu gPCR ile elde edilen ct grafigi.

Cizelge 3.3.6. CY5 kanalinda test edilen CV1988 (Poulvac Marek CVI1) susunun 10
katli sulandirma sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlart.

Sekil 3.3.7. ROX kanalinda test edileninovac HVT as1 suslari
sulandirmalarina ait qPCR sonuglari

Egriler |Sulandirma oranlari ct degeri DNA Konsantrasyonu
A [107 12,03 52 ng/ul
B 10° 15,07 5,2 ng/ul
C 107 21,25 0,52 ng/ul
D 10" 26,45 0,052 ng/ul
E 10° 31,32 0,0052 ng/ul
F Negatif kontrol 0
. a b
i
;u d_ -

10 kath

Cizelge 3.3.7. ROX kanalinda test edilen Innovac HVT asi suslarinin 10 kath
sulandirma sonucu elde edilen ct degerleri ve DNA konsantrasyonlari

Egriler Sulandirma oranlar1 | Ct degeri DNA Konsantrasyonu
A 10" 12,36 130,6 ng/ul
B 10° 16,07 13,06 ng/ul
C 107 20,43 1,31 ng/pl
D 10™ 27,39 0,31 ng/ul
E 10” 33,5 0,03 ng/ul
F Negatif kontrol 0
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Optimizasyonun ikinci asamasinda hedef dis1 organizmalar ile yontem test
edildi. Bu amagla; IBV (Infeksiydz Bronsitis Viriis), NDV (Newcastle Disease
Viriis), ILT (Infeksiydz Laringotracheitis Viriis), IBDV (Gumboro), Mycoplasma
synoviae, Mycoplasma gallisepticum, Pasteurella multocida, Avibacterium
paragallinarum, Salmonella Enteritidis ve Escherichia coli suslarina uygulanan

¢oklu qPCR yontemi tamami i¢in negatif bulundu.

3.4. Coklu qPCR Metodunun Saha Ornekleri ile Degerlendirilmesi

Bu calismada 16 isletmeden alinan dokulardan olusturulan toplam 20 tiip
dalak 6rneginden elde edilen viral DNA’lara ¢oklu qPCR yapildi. Serotip-1’de (FAM
kanalinda) sonug diyagraminda 12 isletmeye ait 15 6rnekte (75 adet dalak) sigmoidal
egriler goriiliip pozitif olarak degerlendirilirken (Sekil 3.4.1) diger hedeflere ait
sonug¢ grafiginde ¢ogalma egrileri tespit edilmedi. Cankiri’da yer alan ve HVT ile
asih bir isletmeye ait viral DNA 6rneginden hem onkojenik serotip-1 hemde HVT
asisina ait pozitif sonug tespit edildi (Sekil 3.4.2). Corum’daki bir isletmede ise iki
adet viral DNA 6rneginin hem onkojenik MHV-1 hem de CVI988 asis1 yoniinden
coklu qPCR sonucunun pozitif ancak farkli ct degerlerine sahip olduklar: belirlendi
(Sekil 3.4.3). Bu sonug, CVI1988 as1 susu tespiti i¢in yapilan ¢oklu qPCR sonug
diyagraminda, ¢ogalmanin daha fazla (CVI988’¢ ait egrinin 1-2 Ct daha Onde
olugmasi) olmasi nedeniyle onkojenik MHV-1’in negatif, CV1988’in pozitif oldugu
seklinde yorumlandi. Histopatolojik olarak Marek negatif oldugu belirlenen 2
isletmeye ait 15 adet 6rnegi, onkojenik MHV-1, attenue HVT ve attenue CVI1988
yoniinden c¢oklu qPCR yontemiyle de negatif bulunmustur. Reaksiyonlarin kontrolii
icin biitlin testlerde kullanilan internal kontroliin okundugu HEX kanali tiim

denemelerde pozitif olarak sonug verdi.
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Sekil 3.4.1. Onkojenik MHV-1 hedefinin degerlendirildigi FAM kanali okumasi
sonucu.
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Sekil 3.4.2. HVT as1 hedefinin degerlendirildigi, Cankir1 ili 8 nolu isletmenin
sonuglart A) FAM kanali sonuglari, B) (ROX) kanali sonucu.
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Sekil 3.4.3. CVI988 as1 hedefinin degerlendirildigi, Corum ili 2 nolu isletmenin
sonuglari. A) FAM kanali sonuglart. B) CVI988 asi susu (CY5) sonuglari.
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4. TARTISMA

Marek, broyler, damizlik ve ticari yumurtacilar1 da etkilediginden beyaz et-
yumurta iretimini smirlandirarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Geng
hayvanlarda immunsupresyon olusturarak sekonder enfeksiyonlara yol agmakta,
yetiskin tavuklarda kanat ve bacak sinirlerinde felg ve visseral organlarda tiimoral

olusumlar meydana getirmektedir.

Son yarim asirdir hem klinik hem de laboratuvar verileri, saha MHV-1
izolatlarinda virulensin arttigin1 géstermesine ragmen heniiz bu patojenitenin genetik
temeli anlasilamamistir (Pandey ve ark., 2016). Marek hastaliginin kontroliinde bu
virulens artis1 nedeniyle serotip 1 tabanl asilar gittik¢e fazla kullanilmaya baglanmis
onkojenik ile attenue sus ayrimimi yapmak; Marek hastaligin1 teshis etmek,
astlamanin basarili oldugunu belirlemek veya asi basarisizliginin nedenlerini
arastirmak i¢in zamanla daha da dnem kazanmistir (Baigent ve ark., 2016; Handberg
ve ark., 2001).

Degisken viriilansa sahip MHV-1"lerin tekrarli uzun genomik bolgelerindeki
dizi farkhiliklari; polintikleotid dizi uzamasi, kisa pespese sirali tekrar
polimorfizmleri, dizi silinmeleri, okuma c¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ve tek
niikleotid polimorfizmleri olarak isimlendirilmektedir (Spatz ve Silva, 2007). Saha
susundan as1 susunun ayiriminda, meq genindeki 132 bp’lik tekrar bolgesi sayisi,
meq genindeki 177 bp’lik dizi silinmesi veya pp38 genindeki SNP’ler ile viriilan ve
viriilan olmayan MHV-1 suslarini birbirinden ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Ancak,
132 bp tekrar bolgesi temelli uygulamalar duyarli, kesin sonug veren ve kantitatif
ayirict testler degillerdir (Silva ve Gimeno, 2007). 177 bp silinmesi bazi
CVI988’lerde bulunmakta, bazilarinda bulunmamaktadir, bu nedenle ayirici testler

icin uygun degildir (Lee ve ark., 2000).

MHV-1 fosforilasyonlanmis protein 38 (pp38) H19 epitopunda bir SNP yer

almaktadir. Bu SNP pp38 geninin 320’nci bazinda yer almaktadir. SNP-pp38-320
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istikrarli bir sekilde viriillan MHV-1’lerde “A”, CVI988’lerde ise “G”dir (Cui ve ark,
1991; Endoh ve ark., 1994; Spatz ve ark., 2007). OIE, SNP-pp38-320 hedefli gPCR
ile viriilan ve aviriilan sug ayirimi i¢in iki farkli yontem 6nermektedir (OIE, 2017).
Onerilen yontemlerden Baigent ve ark, hidroliz problar ile (Baigent ve ark., 2016),
Gimeno ve ark, ise ileri primerler ile (Gimeno ve ark., 2014) SNP-pp38-320’yi
hedeflemislerdir. Baigent’in qPCR testi CVI988 igin ozgiil, viriilan MHV-1 i¢in
Ozgiil olmayan sonuglar verirken (Davidson ve ark., 2017) Gimeno ve ark.
(2014)’nin gPCR testi onkojenik MHV-1 igin 6zgiil, CV1988 as1 susu i¢in 6zgiil
olmayan sonuglar vermektedir (Gimeno ve ark., 2014). Yapilan bu c¢alismalar
degerlendirilerek onkojenik MHV-1 i¢in Gimeno ve ark. (2014)’nun primerleri ve bu
calisma da tasarlanan probu, CVI988 as1 susu icin Baigent ve ark. (2016)’nin primer
ve probu, HVT i¢in bu ¢alismada i¢in hazirlanan primer-probu ve internal kontrol
icin Gimeno ve ark. (2014)’nin primer-probunu kullanilarak onkojenik MHV-1, as1
susu CVI988 ve ast susu HVT’nin ayrimi igin bir tiipte ¢oklu-gPCR yapilarak
gerceklestirilen g¢alisma sonuglarinda 12 isletme onkojenik MHV-1 yoniinden pozitif
bulunurken, CV1988 as1 susu tespit edilmedi ancak bir isletmede HVT as1 susu tespit
edildi. Bir viral DNA 6rneginde sadece viriilan MHV-1 mevcutsa (CV1988 yokken)
hem Gimeno testi hem de bu tez ¢alismasinda gelistirilen testin dogru sonug verdigi
goriildlii ve viriis, standart egrilerle, genis bir dinamik aralikta dogru bir sekilde
dlciilebildi. Bu sonuglar ayn1 zamanda, meg gen (Baca, 2002; Islam ve ark., 2006;
Jones, 1992) ve pp38 gen bolgesi hedefli (Baigent ve ark., 2016; Davidson ve ark.,
2017; Islam ve ark., 2006) yapilan diger calismalarla benzerlik gostererek onkojenik
MHV-1 tespiti ve as1 suslari ile ayrimi1 gergeklestirildi.

Bu ¢alismada onkojenik MHV-1 tespiti i¢in kullanilan probun CV1988
hedefli CY5 kanalinda sigmoidal bir egri gostermedigi belirlendi ve onkojenik
MHV-1 i¢in dogru sonug verdigi anlasildi. Ancak CV1988 as1 susu hedefli probun
onkojenik MHV-1’de hedefli FAM kanalinda sigmoidal egri olusturdugu gozlendi.
CVI1988 as1 susu ve onkojenik MHV-1’in ayrimi, ¢ogalmanin hangi kanalda daha
onde olmasina gore (ct daha onde 1-2 farkla) yorumlanarak, eger CVI988’de
cogalma daha Onde ise CVI988 asisinin oldugu onkojenik serotip 1’in olmadigi

sonucuna varildi. Eger onkojenik serotip 1 daha dnde ise ortamda onkojenik serotip 1
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ile CVI988’in her ikisininde oldugu sonucuna varildi. Bu da Cizelge 2.2.2°’de Coklu
gPCR sonuglarinin degerlendirme tablosunda verildi. Bu ¢alismanin sonuglarinda
Corum’da bulunan bir isletmenin sonuglarinda hem CVI988 hedefi olan CY5
kanalinda hem de onkojenik serotip 1 hedefi olan FAM kanalinda ¢ogalma egrilerine
rastlanilmis, CVI988’de ¢cogalma egrilerinin daha 6nde olmasi nedeniyle ortamda as1
virusuna ait viral DNA’nin bulundugu sonucu ¢ikarildi. Bu sonug, Gimeno ve ark.
(2014), pp38 hedefli calismalariyla benzerlik gostermistir. CV1988 as1 susi igin
benzer primer ve prob kullanilarak yapilan bu ¢alisma sonuglar1 Baigent ve ark.
(2016) ve Davidson (2017) ¢alismalariyla benzerlik gostermemistir. Yapilan tekrarli
calismalarda da ayni sonug¢ alinmistir. Bu nedenle bu arastiricilarin CVI1988 asi
tespiti i¢in kullandiklar1 probun belli bir viral DNA yiikii oldugunda spesifik oldugu
her araliktaki viral DNA i¢in uygun olmayabilecegi diisiiniildii.

HVT agisinin, serotip 1 ve CVI988 as1 susu ayrimi igin yapilan ¢oklu qPCR
caligmasinda bir igletmeye ait viral DNA 6rneginde hem onkojenik serotip 1 ve hem
de HVT as1 susu saptandi. Bu sonu¢, Handberg ve ark. (2001)’nin serotip 1 ve
serotip 3 tespiti i¢in yaptiklart konvansiyonel PCR ¢aligmalariyla HVT ile asili
kiimeslerdeki onkojenik serotip 1 tespitleriyle ve Cin’de (Gong ve ark., 2013)
yapilan bir survey calismasi sonuglariyla HVT ile asili kiimeslerdeki onkojenik
serotip 1 saptanmalar1 ile benzerlik gostermistir. Bu isletmenin biyogiivenligi ve

astlama prosediiriine dair detayl bilgi edilememistir.

Bu calisma da yapilan ¢oklu qPCR analizlerinde MHV-1 pozitif bulunan
hayvanlarin bezli mide ve N. ischiadicus’larina halen Marek hastaliginin tespitinde
tavsiye edilen standart metot olan histopatolojik inceleme (OIE, 2017) yapilmus,
histopatolojik analiz sonuglarinda da inceleme yapilan dokularda Marek hastaligi

tespit edilerek her iki analiz sonucunun birbiriyle paralel oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kiiresel gereksinim arttikca, yogun tavukguluk iiretim tesislerine olan
bagimliligimiz da artmaktadir. Bu nedenle tavukguluk endiistrisi her gegen giin daha
da biiyltimekte; hastaliklarla miicadele ve kontrolii i¢in yeni teshis metotlari, sagaltim
yontemlerine ve asilamaya ihtiyag duyulmaktadir. Marek’te, tavuk¢uluk endiistrisi

icin ciddi ekonomik kayiplara sebebiyet veren bir tehdit unsurudur.

Marek hastaligi etkeninin tespitinde serolojik metodlarin kullaniminin sinirlt
olmasi, viriis izolasyonunun gii¢ ve zaman almasi, histopatolojik yontemlerle
hastaligin diger neoplastik hastaliklarla karismasi nedeniyle, bu ¢calismada gelistirilen
Kitin teshisteki bu sorunlara cevap olusturacagi diistiniilmektedir. Bu kit ile, etkenin
hizli tespiti ve asi-saha susu ayrimi yapilarak hastalifin hizli, kolay, duyarh
teshisinin yapilarak, yayilimin1 6nlemede zaman kaybinin oniine geg¢ilebilecegi
distiniilmektedir. Gelistirilen yontem ile farkli kanallarda viriilan MHV-1 ile
CVI1988 ve HVT asilar1 6zgiil bir sekilde tespit edilebildigi icin viriilan MHV-1 ve
CVI988 sayimi gerceklestirilebilecegi anlasildi. Basarili asilama ve as1 viriisii
replikasyonunu teyit etmek, optimal as1 dozunu belirlemek ve viriilan saha suslarini

tespit etmek gelistirilen bu metotla miimkiin olmustur.

Saha susu evrimiyle as1 gelisimi arasindaki yaris kanatli endiistrisi i¢in
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Saha suslar1 daha yiiksek virulense sahip
patotiplere dogru evrimlestikce asilama basarisiz olacaktir. Daha viriilan MHV
suslarinin ortaya ¢ikmasi, kanatli endiistrisi ig¢in 6nemli bir sorundur ve bu nedenle,
bu onkojenik viriisin artan patojenitesi ve virlilansinin tim nedenlerini
giincelleyecek caligsmalara ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in tavuk kiimeslerinin diizenli
prevalansi ortaya konulmalidir. Farkli bolgelerden elde edilen MHV izolatlarinin
molekiiler epidemiyolojisi tizerine ¢alismalar yapilmasi Onerilmektedir. Bunun da,
sahada daha iyi bir immiinizasyon protokoliiniin se¢ilmesine yardimci olacagina

inanilmaktadir.
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OZET

Marek Hastali@inin teshisi ve Tiirkiye’de kullanilan asilarin ayirimina yonelik ¢coklu
Kantitatif Gercek Zamanh PCR hizh tam Kkiti gelistirilmesi

Marek hastaligt evcil kanathlarin, periferal sinirlerinde demyelinizasyon,
mononiiklear infiltrasyonlarla kendini gosteren lenfoproliferatif ve oldukca kontagiydz bir
hastaligidir. Marek, tiim kiimes tavukc¢ulugu yapan iilkelerde bulunmaktadir. Marek hastaligi
viriisii, 1960’11 yillarin sonunda ilk basarili as1 gelistirilen onkojenik viriistiir. Giinlimiizde
kullanilan asilar canli {i¢ viral sustan tiiretilen asilardir: HVT FC126 susu, GaHV-3 SB-1
susu ve GaHV-2 CVI988/Rispens susudur. CVI988/Rispens asisi MHV-1’in dogal olarak
zayiflatilmig bir susudur ve CVI988 /Rispens asis1 Marek hastaliginin viriilan suglarindan
kolaylikla ayirt edilemez. MHV as1 susglari, kalici enfeksiyon ve yasam boyu bagisiklik
kazandirarak tiimorlere ve mortaliteye karsi etkili koruma saglamasiyla birlikte, as1 bazi
viriilan virlislerle enfeksiyonu engelleyemez. Dolayisiyla tavuklar hem as1 hem de viriilan
MHV-1 suslariyla potansiyel olarak enfekte olabilirler. Bu tez ¢alismasinda referans suslarla
Ve ticari/ev tipi kanath isletmelerinden toplanan organlarla valide edilen es zamanli, viriilan
MHV-1, CVI988, HVT ve tavuk DNA’simin 6zgiil ve duyarl tespitinin yapilabildigi bir
¢oklu-qPCR yontemi gelistirildi. Bu yontemle ¢oklu gPCR analizlerinde MHV-1 pozitif
bulunan hayvanlarin bezli mide ve N. ischiadicus’larindan Marek hastaliginin tespiti i¢in
hispatolojik inceleme yapilmis ve her iki yonteme ait sonuglar paralellik gostermistir. Coklu-
gPCR yonteminin kullanim kolayligi, giivenirliligi, teknik olarak basit, full otomasyon,
spesifik, hassas, hizli olmasindan dolay1r teshiste daha fazla avantaj saglayacagi
diisiintilmektedir.

Anahtar Sézciikler: Marek, qPCR, Tavuk.
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SUMMARY

Multiplex Quantitative Real-Time PCR developing rapid diagnostic kit for the
detection of discrimination and Marek's Disease vaccine used in Turkey

Marek disease is a multifoproliferative and highly contagious disease of domestic
poultry, demyelination of peripheral nerves, manifested by mononuclear infiltrations. Marek
is in all of the countries that are engaged in cluster culture. Marek's disease virus is the first
successful vaccine developed oncogenic virus in the late 1960s. Vaccines currently used are
vaccines derived from live three viral strains: HVT FC126 strain, GaHV-3 SB-1 strain and
GaHV-2 CV1988/Rispens strain. The CVI1988/Rispens vaccine is a naturally attenuated strain
of MHV-1 and the CVI988/Rispens vaccine cannot be easily distinguished from virulent
strains of Marek's disease. The vaccine cannot prevent infection with certain virulent viruses,
as MHV vaccine strains provide effective infection and lifelong immunization and effective
protection against tumors and mortality. Thus, chickens may be potentially infected with
both vaccine and virulent MHV-1 strains. In this thesis, a multiple gPCR method was
developed in which specific and sensitive detection of simultaneous, virulent MHV-1,
CVI1988, HVT and chicken DNA was validated with reference strains and organs from
commercial-household poultry enterprises. In this study, histopathological examination was
performed for the detection of Marek's disease from proventriculus and N. ischiadicus of
animals with MHV-1 positivity in multiple gPCR analyzes. It is thought that multiple gPCR
method will provide more advantages in diagnosis because of its ease of use, reliability,
technically simple, full automation, specific, sensitive and fast.

Keywords: Marek, gPCR, Chicken.
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