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OZET

Broiler Siiriilerde Infeksiyoz Bursal Hastahginda Uygulanan Immunkompleks Asinin
Etkinliginin Izlenmesi

Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD), Gumboro hastaligi olarak da bilinen oldukca bulasici bir
hastaliktir. Broiler, yumurtaci ve damizlik tavuklarda bagisiklik sistemini baskilayan ve bursa
Fabricius’ta lezyonlara sebep olan ayrica ekonomik olarak da 6nemli viral bir hastaliktir. Giiniimiizde
hastaliga kars1 canli agilar (mild, intermediate, intermediate plus ya da hot), inaktif asilar, rekombinant
vektor asilar, subunit ve immunkompleks asilar kullanilmaktadir. Bu asilarin etkinlikleri hastalik
kontrolii tlizerinde olduk¢a etkili olmaktadir. Bu ¢alismada IBD’ye karsi immunkompleks asiyla
agtlanan broiler hayvanlarin kuluckahanelerde asilama kontrolleri yapilarak farkli haftalardaki antikor
diizeylerinin serolojik yanita etkisinin karsilastirilmasi yapildi.

Bu tez calismasi kapsaminda 10 farkli kiimesten 28.giinde organ numunelerinin boyutlar
bursametre ile agirliklar ise hassas terazi ile dlgiilerek viicut agirligina oranlandi. Kiimeslerden 1.giin,
asilamadan sonraki 21.giin ve kesim asamasinda 23’er adet olmak iizere toplam 690 adet kan
serumundaki antikor seviyeleri ELISA ile asilamadan sonraki 7, 14, 21, 28, 35 giin sonra ve kesim
asamasinda 5’er adet olmak iizere toplam 300’er adet bursa Fabricius ve dalak numunesi RT-gPCR ile
analiz edildi. Ayrica laboratuvar ¢aligmalar1 sonunda ortaya ¢ikan tiim bulgular siiriilerin broiler besi
performans bulgulariyla karsilagtirildi.

Asilamadan sonraki 28.giinde bursametreyle dlciilen bursa Fabricius numunelerinin ortalama
skorlart kiimesler arasinda 5 ile 6,2 arasinda degisti. Bursa Fabricius agirliklarinin viicut agirliklarina
orani ortalamalar1 kiimesler arasinda 0,13 ila 0,2 arasinda dalak agirliklarinin viicut agirhiklarina
oraninin ortalamalari1 kiimesler arasinda 0,04 ila 0,07 arasinda degistigi bulundu. Kiimesler arasinda
6lim oranlart %3,6 ile %8,9 arasinda EPEF indeksleri ise 348 ile 413 arasinda degisti. Kiimesler
arasinda IBD’ye karsi maternal antikor titrelerinin 5600 ile 10350 arasinda degistigi bulundu.
Asilamadan sonraki 21. giinde IBD antikor titreleri 95 ile 1003 arasinda degisti. Kesim asamasindan
once alinan kan serumlarinda ise IBD antikor titrelerinin 4091 ile 9370 arasinda degistigi goriildii.
RT-qPCR analizi sonrasinda agilamadan sonraki 7.glinde higbir kiimeste bursa Fabricius’ta as1 susu
saptanamazken dalak numunelerinde ise 10 adet kiimesin 4 adetinin tamaminda %20 oraninda,
asilamadan sonraki 14.giinde bursa Fabricius’ta 10 adetin kiimesin sadece 1 adetinde %20 oraninda;
dalak numunelerinde tiim kiimeslerde %60 ila %80 arasinda degisen oranda, asilamadan sonraki
21.giinde bursa Fabricius’ta tim kiimeslerde %20 ile %40 arasinda degisen oranda; dalak
numunelerinde de tiim kiimeslerde %60 ile %80 oraninda degisen oranda asilamadan sonraki
28.gilinde bursa Fabricius numuneleri tiim kiimeslerde %20 ile %80 arasinda degisen oranda; dalak
numunelerinde de tiim kiimeslerde %80 ila %100 arasinda asilamadan sonraki 35.giinde bursa
Fabricius numuneleri 10 adet kiimesin tamaminda %40 ile %100 arasinda; dalak numunelerinde 10
adet kiimesin tamaminda %20 ile %40 arasinda degisen oranda ve son olarak kesim agamasinda bursa
Fabricius numunelerinde tiim kiimeslerde %80 ve %100 arasinda as1 susu saptanirken, dalak

numunelerinde 10 adet kiimesin 6 adetinde %20 ile %60 arasinda degisen oranda as1 susu saptandi.

Sonug olarak farkli diizeylerdeki maternal antikor seviyelerinin as1 suslarmin organlardaki
dagilimini etkiledigi goriildi. Ayrica immunkompleks asilarin izlenmesinde molekiiler analizlerin
etkin sekilde kullanilabilecegi diisiiniildi. Bu ¢aligmayla birlikte immunkompleks asi suslarinin
organ dagilimlar1 yaslara bagl olarak ortaya koyulmus ve asinin mekanizmasinin anlasilmasinda
kanatl endiistrisine katki saglamistir.

Anahtar Soézciikler: ELISA, Infeksiyoz Bursal Hastalik, Immunkompleks Asi, RT-gPCR



SUMMARY

Monitoring the Effectiveness of Immunocomplex Vaccine Against Infectious Bursal Disease in
Broiler Flocks

Infectious Bursal Disease (IBD), also known as Gumboro disease, is a highly contagious
disease. It is an economically important viral disease that suppresses the immune system and causes
lesions in the bursa of Fabricius in broiler, layer and breeder chickens. Today, live vaccines (mild,
intermediate, intermediate plus or hot), inactive vaccines, recombinant vector vaccines, subunit and
immune complex vaccines are used against the disease. The effectiveness of these vaccines is very
effective on disease control. In this study, vaccination controls of broiler animals vaccinated with an
immune complex vaccine against IBD were carried out in hatcheries and the effect of antibody levels
at different weeks on the serological response was compared.

Within the scope of this thesis study, the sizes of organ samples from 10 different chicken
coops were measured on the 28th day with a bursameter and their weights were measured with a
precision scale and proportioned to body weight. Antibody levels in a total of 690 blood serum
samples, 23 each from the poultry houses on the 1st day, 21st day after vaccination and at the
slaughtering stage, were determined by ELISA at 7, 14, 21, 28, 35 days after vaccination and 5 at
the slaughtering stage. A total of 300 bursa Fabricius and spleen samples were analyzed by RT-gPCR.
In addition, all findings resulting from laboratory studies were compared with the broiler fattening
performance findings of theflocks.

The mean scores of bursa Fabricius samples measured with a bursameter on the 28th day
after vaccination varied between 5 and 6.2 among houses. It was found that the average ratio of Bursa
Fabricius weights to body weights varied between 0.13 and 0.2 among poultry houses, and the average
ratio of spleen weights to body weights varied between 0.04 and 0.07 among poultry houses. Mortality
rates among the hens varied between 3.6% and 8.9%, and EPEF indices varied between 348 and 413.
Maternal antibody titers against IBD were found to vary between 5600 and 10350 between houses. On
day 21 postvaccination, IBD antibody titers ranged from 95 to 1003. In blood serum taken before the
slaughter stage, IBD antibody titers were observed to vary between 4091 and 9370. After RT-gPCR
analysis, the vaccine strain could not be detected in any of the bursa Fabricius flocks on the 7th day
after vaccination, while the spleen samples showed a 20% rate in all 4 of 10 flocks, and on the 14th
day after vaccination, it was 20% in only 1 of 10 flocks of bursa Fabricius. ; in spleen samples, at a
rate varying between 60% and 80% in all houses, and in bursa Fabricius on the 21st day after
vaccination, at a rate varying between 20% and 40% in all houses; In spleen samples, the rate varies
between 60% and 80% in all poultry houses. On the 28th day after vaccination, bursa Fabricius
samples vary between 20% and 80% in all poultry houses; In spleen samples, it was between 80% and
100% in all poultry houses. On the 35th day after vaccination, bursa Fabricius samples was between
40% and 100% in all 10 poultry houses; In the spleen samples, vaccine strain was detected at a rate
ranging between 20% and 40% in all 10 chicken coops, and finally in the bursa Fabricius samples at
the slaughter stage, between 80% and 100% in all poultry houses, while in the spleen samples, vaccine
strain was detected at a rate ranging between 20% and 60% in 6 of the 10 chicken coops. strain was
detected.

As a result, it was observed that different levels of maternal antibodies affected the
distribution of vaccine strains in organs. It was also thought that molecular analyzes could be used
effectively in monitoring immune complex vaccines. With this study, the organ distributions of
immune complex vaccine strains were revealed depending on age and contributed to the poultry
industry inunderstanding the mechanism of the vaccine.

Keywords: ELISA, Immunecomplex Vaccine, Infectious Bursal Disease, RT-PCR
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ONSOZ

Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD), Gumboro hastaligi olarak da bilinen oldukca
bulagict bir hastaliktir. Broiler, yumurtact ve damizlik tavuklarda bagisiklik sistemini
baskilayan ve bursa Fabricius’ta lezyonlara sebep olan ayrica ekonomik olarak da énemli
viral bir hastaliktir. Infeksiyoz Bursal Hastalik virusu (IBDV), bursa Fabricius’u enfekte
ederek B hiicresi olgunlagmasini ve antikor sentezini olumsuz etkilemektedir. Genellikle 6
haftalik yastan kiigiik tavuklarda, bursa Fabricius'un atrofiye ugramasi hayvanlar gesitli
hastaliklara yatkin hale getirmektedir. Bu nedenle, ikincil infeksiyonlar1 tetikleyerek
tavuklarda yiiksek mortalite ve morbiditeye yol agmaktadir. Giiniimiizde hastaliga kars1 canli
asilar (mild, intermediate, intermediate plus ya da hot), inaktif agilar, rekombinant vektor
agilar, subunit ve immunkompleks asilar kullanilmaktadir. Bu asilarin etkinlikleri hastalik
kontrolii iizerinde oldukca etkili olmakta ve farkli ekonomik kayiplarin 6nlenmesine olanak
saglamaktadir. Tirkiye’de IBD’ye karst uygulanan immunkompleks asilarin broiler
striilerde etkinliklerinin serolojik olarak izlendigi ancak molekiiler olarak arastirilmasi ile
ilgili calismalarin yazili literatiirde yer almadigi goriilmiistiir. Bu tez calismasinda IBD’ye
kars1 immunkompleks asi ile asilanan siiriilerde bursa Fabricius ve dalaklarin makroskobik
olgtimleri gergeklestirildi. Siirtilerin farkli haftalardaki antikor diizeylerinin serolojik yanita
etkisinin karsilagtirilmasi yapildi. Asilarin farkli maternal antikor diizeylerinde etkinligi
ELISA ile belirlendi. Ayrica farkli haftalarda bursa Fabricius ve dalak numunelerinde IBD
as1 virusunun RT-qPCR ile tespiti gerceklestirildi. Laboratuvar calismalar1 sonunda ortaya
cikan tiim bulgular siiriilerin broiler besi performans bulgulariyla karsilastirildi. Elde edilen
bilgilerle birlikte immunkompleks asilarin etkinliginin izlenmesi noktasinda kanath

endiistrisine katki saglanmasi hedeflenmistir.
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1. GIRIS

Infeksiydz Bursal Hastalik (IBD), genellikle alt1 haftadan kiigiik broiler, yumurtaci
ve damizlik tavuklarda goriilen ve tavuklarin bagisiklik sistemini etkisi altina alan akut bir
hastaliktir (Dey vd., 2019). Hastalik, tavuklarda yiiksek 6liim oranlarina neden olmaktadir.
Ayrica immunsupresyona yol agmakta ve antikor sentezinin azalmasina sebep olarak ikincil
infeksiyonlara yatkinligi artirmaktadir. Hastaliga, diinya capinda kanatli endiistrisinde biiyiik
ekonomik kayiplardan sorumlu olan IBD viriisii (IBDV) neden olmaktadir. Viriisiin
patojenitesi, antijenlerin organlardaki dagilimi ile direkt olarak iligkilidir (Hussein vd.,
2019). Hastalik tavuklar arasinda oldukga bulagicidir. Hastalik klinik ve subklinik olarak
seyir gostermektedir. Tiiylerde karisiklik, canli agirhk artisinin azalmasi, ishal ve artan
mortalite hastaligin klinik belirtileri arasinda yer almaktadir. Subklinik seyirde ise
immunsupresyona bagli olarak ikincil infeksiyonlarin neden oldugu kayiplarla
karsilagilmaktadir. Tavuklar, klinik belirti gosteren tek konake¢idir. Hastaliga tavuklar
disinda hindi, 6rdek ve kaz gibi diger kanatlilar da duyarhdir (Eterradossi ve Saif, 2020;
Sharma vd, 2000). Hastalik viriisle kontamine yem ve suyun fekal-oral yolla viicuda
almmasiyla dogal olarak sekillenmektedir. Deneysel ¢aligmalarda solunum mukozasinin da

viriisiin bulasmasinda rol oynadig: bilindirilmektedir (Orakpoghenor vd., 2020).

Hastaligin kontroliinde asilama siklikla tercih edilen bir yontemdir. Viriis ¢evre
sartlarma da olduk¢a direnglidir. Bu durum asilamanin onemini arttirmaktadir. Ancak
asilama stratejileri agilarin etkinligini etkilemektedir. As1 tiirli, aginin uygulama yolu, saha
virisiiniin varh@ ve viriilansi, maternal antikor diizeyleri, asilarin etkinligini etkileyen
stratejilerin birkagidir (Akan, 2002; Miiller vd., 2012).

Bu tez calismasi ile immunkompleks asilarin broiler hayvanlarda antikor yanitin
belirli haftalardaki degisimiyle birlikte en uygun hangi zaman diliminde serolojik izlemelerin
yapilmasi gerektigi, maternal antikor diizeylerinin immunkompleks asilar tizerindeki
serolojik yanit1 ne kadar etkiledigi ve Infeksiyoz Bursal Hastalig1 as1 viriisiiniin farkl1 zaman
dilimlerinde hem bursa Fabricius’ta hem de dalakta saptanabilirliginin karsilasgtiritlmasidir.
Ayrica bu bilgilerle birlikte immunkompleks asilarin etkinliginin izlenmesi noktasinda

kanatli endiistrisine katki saglanmasi hedeflenmistir.



1.1. Hastahigin Tarihcesi

Ik olarak 1957 yilinda Albert S. Cosgrove, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Delaware eyaletinde, Delaware Kiimes Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda (DPL) calisirken
Gumboro bdlgesi yakinlarindaki bir pili¢ ¢iftliginde "avian nefrozis" olarak adlandirilan bir
sendromu fark etmistir (Cosgrove,1962). Hastalik etkeni ilk olarak Gumboro bdlgesi
yakinlarinda tamimlanmistir. Bu nedenle hastalik "Gumboro hastalig1" olarak anilmaktadir
(Teshome vd., 2015). Etkenin immunsupresif 6zellikleri 1972 yilinda ortaya konulmustur
(Eterradossi ve Saif, 2020). Infeksiy6z Bursal Hastalik (IBD) ya da Gumboro hastaliginin
ortaya ¢ikmasim takip eden ilk yirmi yilda kanatli endiistrisi ve bilim insanlar1 arasindaki
yakin is birligi ile 1976 yilinda hastaligin neden oldugu kayiplar asilamalarla etkili bir
sekilde kontrol altina alinmistir. Bununla birlikte, 1980'lerin ortasinda Delaware
varyantlarimin taninmas1 ve 1989'dan itibaren Avrupa ve Asya'da hastaligin ¢ok oldiiriicii
suslarinin ortaya ¢ikmasi, IBD’nin devam eden 6nemini kanitlamaktadir (Lasher ve Deuvis,
1997).

Ilerleyen yillarda IBDV infeksiyonlarmin kontrolii IBDV’nin varyant suslarmin
taninmasi nedeniyle karmasik hale gelmistir. Bu suslar “klasik” suslara karst damizlik
hayvanlardan gelen maternal bagisikligi bloke etmesi ile klasik suslardan ayrilmaktadir.
1980'lerin sonlarinda Hollanda'da ¢ok oldiriicii IBDV suslari (vwIBDV) izole edilmis
ve WIBDV suslart hizla Afrika, Asya ve Giiney Amerika'ya yayilmistir. 2008 yilinin
sonlarinda bu varyantlar Amerika Birlesik Devletleri'nde de rapor edilmistir (Eterradossi ve
Saif, 2020).

Tiirkiye’de Gumboro hastalig1 ilk olarak 1978 yilinda Tiirkiye’nin giineyinde bir
broiler siiriide serolojik olarak indirekt yolla tanimlanmistir. Bu bildirimin ardindan vakalar
artmig ve 1990’11 yillarda baslayan ve bir siire devam eden ¢ok 6ldiiriicii Gumboro salginlari

etkili olmustur (Tiire ve Coven, 1999).

1.2. Hastahgin Etiyolojisi

Hastaliga Infeksiydz Bursal Hastalik viriisii (IBDV), neden olmaktadir. Etken
Birnaviridae familyasina ait Avibirnavirus cinsi icinde yer almaktadir. Cift iplik¢ikli bir
RNA virilistidiir. Etken zarfsizdir. Sekil 1.1°de de goriildiigi gibi IBDV genomu, 60 nm
capinda 32 kapsomer igeren ikozahedral simetriye sahiptir (Bottcher vd., 1997).



VIRION

Sekil 1.1. Sematik olarak infeksiy6z bursal hastalik virlisii ve genom organizasyonu
(Taghavian, 2013)

Viriis genomunun A ve B olmak iizere iki segmenti bulunmaktadir. Bu segmentlerde
toplam 5 adet viral protein (VP) bulunmaktadir. Sekil 1.2°de goriildiigii iizere ¢ift segmentli
genomun biiyiik olan A segmenti; VP2, VP3, VP4 ve VPS5 viral proteinlerini kodlarken, daha
kiigiik olan B segmenti RNA’ya bagimli RNA polimeraz1 olan VP1’i kodlamaktadir
(Eterradossi ve Saif, 2020).
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Sekil 1.2. Sematik olarak infeksiy6z bursal hastalik viriis genomu (Taghavian, 2013)

Baglica immunodominant epitoplari igeren ve uyarict IBDV' nin bir kapsid proteini
olan VP2, IBDV"' ye kars1 noétralizan antikorlarin tiretimi stirecinde birincil 6neme sahiptir.
Bu alan, énemli hidrofilik tepe noktalar1 igerdiginden siklikla mutasyonlara ugramaktadir

(Vakharia vd., 1994). VP2 ve VP3 virionun ana yapisal proteinleridir. VP2'nin tavuklarda



koruyucu bagisiklik olusturmasiyla bilinmektedir. Bu nedenle hastaliga karsi as1 gelistirme
¢alismalarinda VP2 siklikla kullanilmistir (Sharma vd, 2000).

Viriistin iki adet serotipi bulunmaktadir. Serotip-1 ve serotip-2 olarak adlandirilan bu
iki serotipin farkli varyantlari bulunmaktadir (Van den Berg, 2000). Sadece tavuklarda
hastalik yapan serotip 1 viriilanslarina gore subklinik IBDV; klasik IBDV, viriilent IBDV ve
¢ok viriilent (vv) IBDV olarak {i¢ gruba ayrilmaktadir. Antijenitelerine gore ise klasik suglar
ve varyant suslar olarak adlandirilsa da antijenik kaymalar bu gruplar iginde ¢esitli alt
tiplerin olusumuna neden olmaktadir. Sekil 1.3’de de goriildiigi gibi giliniimiizde viriisiin
VP2 proteinlerinin ¢ok degisken (hvVP2) bolgelerinin filogenetik analizine dayanan
siniflandirma kullanilmakta olup IBDV suslan yedi genogrupta incelenmektedir (Michel ve
Jackwood, 2017). Serotip-2 hindilerden izole edilmistir. Tavuklarda ve hindilerde IBDV’ ye
neden olmamakta ve immunsupresyon olusturmamaktadir (Van den berg, 2008).
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Jackwood, 2017)
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1.3. Hastahgin Epidemiyolojisi

IBDV' nin konaga 6zgii oldugu, 6zellikle de tavuk ve hindilerin dogal konak oldugu
bilinmektedir. Kontamine yem ve suyun tiiketilmesi, kanatlilarda bu hastaliga yol acabildigi
gibi hastalik ayni zamanda devekuslari, giivercinler, Baltik &rdekleri, ringa martilar1 ve
serceler gibi serbest yasayan yabani kuslarda da goriilmektedir. Infeksiyonun en yaygm
bulas yolu fekal-oral yol olmakla birlikte diger bir yaygin bulas yolu da aerosol bulasmadir
(Orakpoghenor vd., 2020). Virisiin vertikal olarak bulastigina dair bir bildirim
bulunmamaktadir. Hastalik infekte tavuklarin digkilariyla yaklasik 15 giin sagilmaktadir.
Sacilan viriis kiimes ekipmanlari, altlik, kiimes tozu gibi kontamine alanlarda uzun siire
bulasicilik potansiyelini korumaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020; Van den Berg, 2008).
Viriis kiimes ¢evresinde 122 giin sonra bile saptanabilmektedir. Kontamine kiimesten alinan
altlik, digki, yem ve sudan 52 giin sonra dahi viriisiin infektif 6zelligini kaybetmedigi
belirtilmektedir (Miiller vd., 2012).

Bursa Fabricius gelisiminin maksimum agamasinda olan ii¢ ila alt1 haftalik tavuklar,
IBDV infeksiyonuna duyarhdir. Ug haftadan kiiciik tavuklarda anneden gelen antikorlarin ya
da diger adiyla maternal antikorlarin hastaliga karsi korumada rol oynadigi diistiniildiigii i¢in
hastalik bulgular1 ti¢ haftadan kiigiik tavuklarda goriilmemektedir (Mahgoub, 2012).
Hastalik duyarli siirtilerde yiliksek morbidite (%100'e kadar) ve degisken (%2-30) mortalite
ile seyretmektedir (Daci¢ vd., 2008). Tavuklarda mortalite oranlari, IBDV' nin viriilansi,
infeksiyonun dozu, tavuklarin yasi ve irki, ayrica pasif bagisiklik gibi bircok faktor
tarafindan belirlenmektedir (Ingrao vd., 2013).

Nuradji vd. (2021) yaptiklar1 bir ¢aligmada 1s1 ve dezenfektanlarin IBDV canliligi
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Elde edilen sonuglara gore, viriisiin 80°C’de 120
dakikada, 56°C’de 30 dakikada inaktive oldugu goriilmiistiir. Viriislin, kiimes temizlik ve
dezenfeksiyonu ig¢in kullanilan kimyasallara karsi olduk¢a direngli oldugu bildirilmistir
(Akan, 2002).

1.4. Hastahgin Klinik ve Makroskobik Bulgulari

Hastaligin inkiibasyon siiresi oldukg¢a kisa olup hastaligin klinik belirtileri etkene
maruziyetten yaklasik iki ila ii¢ giin iginde ortaya ¢ikmaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Hastaligin semptomlar1 subklinik ve klinik olarak iki formda ortaya ¢ikmaktadir. Subklinik



form genellikle {i¢ haftadan once infekte olan civcivlerde gozlenmektedir. Bursa Fabcirius’ta
meydana gelen yangisal patolojiler sonrasinda hayvanlarda kalict immunsupresyon
gbzlenmektedir. Kalic1 immunsupresyon sonucunda ikincil infeksiyonlara (bakteriyel, viral
ve protozoer) karst duyarlilik artmaktadir. Ayrica uygulanan asilara kars1 beklenen diizeyden
daha diisik immiinite olugsmaktadir. Kalict immunsupresyon sonucunda siiriilerde
performans kayiplart da goriilmektedir (Akan, 2002). Klinik formda ise IBDV ile enfekte
stiriilerde morbidite %100'e ulasabilmektedir. Mortalite oranlar1 ise olduk¢a degiskendir.
Ancak virlisiin viriilansina bagh olarak %90' a kadar ¢ikabilmektedir. En siddetli klinik
bulgular, bursa Fabricius’un maksimum gelisim asamasina yaklastig1 ii¢ ila alt1 haftalik
civcivlerde goriilmektedir (Mahgoub, 2012). Klinik bulgular tiiylerde karigiklik, bagirsak
mukus miktarinda artis, sulu ve beyaz ishal, hareketsizlik, anoreksi, canli agirlik artisinda

azalma ve titreme olarak kendini gostermektedir (Van den Berg, 2000).

Makroskobik olarak tavuklarda sivi kaybi goze c¢arpan ilk bulgudur. Genellikle
femoral ve pektoral kaslarda kanamalar goriilmektedir. Bursa Fabricius’ta kanama ve 6dem
dikkati ¢eken bir diger bulgudur. Dalakta, proventrikiiliis ile tashik arasindaki gegis
boliimiinde ve sekal tonsillerde kanama da viriisiin viriilansina bagli olarak gozlenmektedir.
Infeksiyonun viicuda alinmasindan iki ila ii¢ giin sonra bursa Fabricius’ta sarims1 bir
transudatin neden oldugu 6dem ve biiylime goézlenmekte, bes ila altinci giinler arasinda bursa
Fabricius’un normal boyutlarina dondiigli ve birinci haftanin sonunda ise bursa Fabricius’ta
siddetli kanama ve atrofinin oldugu dikkati ¢ekmektedir. Tiim bu bulgularin yani sira
bobreklerde 6demin oldugu nefrozis tablosu da goézlenmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020;

Jackwood, 2015).

Mikroskobik olarak, lenfositlerin dejenerasyonu ve nekrozu bursal folikiillerin
mediiller bolgesinde kisa siirede erken bir zamanda baslamaktadir (Luque vd.,
2007). Lenfositlerin yerini heterofiller almaktadir. infeksiyondan sonraki iigiincii veya
dordiincii giinde tiim lenfoid folikiiller etkilenmektedir. Siddetli 6dem, hiperemi ve heterofil
birikimi belirgindir ve bunlar bursal agirligin artmasina neden olmaktadir. Folikiiler
medullada kistik bosluklar gelismektedir. Bu Kistik bosluklara heterofiller ve plazma
hiicrelerinin nekroz ve fagositozlart neden olmaktadir. Bursal atrofi asamasinda bursal
dokunun fibroplazisi belirgin hale gelmektedir. Geg¢ asamalarda, fonksiyonel folikiil
olusturma yetenegi olmayan daginik lenfosit odaklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Tiim bu siirecler B
hiicrelerinin deplesyonuna neden olarak antikor sentezini olumsuz etkilemektedir.

Dolayistyla tavuklar sekonder infeksiyonlara karsi savunmasiz hale gelerek basta bakteriyel



infeksiyonlarin sikliginda artis goriilmektedir. Ayrica uygulanan asilamalardan sonra
hedeflenenden daha diisiik humoral bagisiklikla karsilasilmaktadir (Eterradossi ve Saif,
2020; Mahgoub, 2012; Orakpoghenor vd., 2020).

1.5. Hastah@in Patogenezi

Viriislin oral yolla alinmasinin ardindan viriis bagirsakla iliskili makrofajlarda ve
lenfoid hiicrelerde ¢ogalmaktadir (Murphy, 1999). Viriis yaklagik dort saat sonra sekumda
yer alan makrofajlarda saptanmaktadir. Viremi ve portal dolagimin etkisiyle yaklasik bes saat
sonra ise karacigerdeki makrofajlarda etken saptanabilmektedir. Birincil vireminin ardindan
etken hedef doku bursa Fabricius’a ulagmaktadir. Etkenin viicuda alinmasindan yaklasik bir
giin sonra hedef organa ulastigi bilinmektedir. Bursa Fabricius’ta IBDV nin replikasyonun
ardindan ikincil viremiyle viriis diger dokulara ulagmaktadir (Dey vd., 2019; Eterradossi ve
Saif, 2020). Bursa Fabricius’a ulasan viriis, replike olurken olgunlagsmamis B hiicrelerini
yikimlamaktadir. IgM  sentezleyen B lenfositlerinin  dejenerasyonu ve nekrozu
gergeklesmektedir. Nekroze alanlara heterofiller birikmektedir (Dey vd., 2019; Ingrao vd.,
2013; Li vd., 2012).

Hastaligin patogenezinde apoptozis mekanizmasi onemli rol oynamaktadir. B
lenfositlerinin dejenerasyonu ve nekrozu apoptozis mekanizmasiyla ger¢eklesmektedir.
Infekte  tavuklarin  periferik kan lenfositlerinde  yiiksek  diizeyde  apoptoz
kanitlanabilmektedir. Viral proteinlerden olan VP2 ve VPS5 apoptozisi tetikleyerek hiicre
oliimiine yol agtig1 kanitlanmustir (Fernandez-Avrias vd., 1998; Liu ve Vakharia, 2006).

Dalak, bobrek, karaciger ve sekal tonsillerde de viral antijenler saptanabilmektedir.
Ancak T hiicreleri IBDV infeksiyonuna kars1 direnglidir. infeksiyonun akut fazinda timusta
yer alan timositlerde belirgin atrofi ve yogun apoptoz meydana gelse de viriisiin aslinda
timik hiicrelerde ¢cogaldigina dair higbir kanit bulunmamaktadir. Timustaki makroskobik ve
mikroskobik lezyonlar hizla normallesmekte ve virtis infeksiyonundan birkag giin sonra
timus dogal durumuna dénmektedir (Sharma vd., 2000). Genellikle hastaligin akut donemi 7-
10 giin arasinda siirmektedir. Hastaligin siddeti dogrudan bursa Fabricius’ta bulunan B
hiicrelerinin sayilariyla iliskilidir. Hastaliktan sonra nétralize edici antikorlar 12 giin sonra

saptanabilmistir (Akan, 2002).



Hastalig1 atlatan tavuklarda bursa Fabricius'ta B hiicrelerinin yeniden popiilasyonu
meydana gelmektedir. Bu yeniden meydana gelen popiilasyon folikiil tipine gore iki sekilde
sekillenmektedir. Birincisi endojen kok hiicrelerden koken alan yeni uzun folikiiller ikincisi
ise meydana gelen hasar nedeniyle medulla ve korteksi olmayan az gelismis folikiiller
seklindedir (Withers vd., 2005).

Hastaliga karsi sadece humoral bagisiklik etkin degildir. T hiicrelerinin gérev aldigi
hiicresel bagisiklik da hastaliga kars1 olusacak immiinitede rol oynamaktadir. infekte Ig M ve

B hiicreleri, yardimc1 T lenfositleri ve sitotoksik T lenfositlerinin hedefidir (Dey vd., 2019).

1.6. Hastaligin Teshisi

Hastaligin teshisinde Klinik ve makroskobik bulgular, viriis izolasyonu,
immunohistokimyasal boyamalar, serolojik ve molekiiler testler kullanilmaktadir (Stoute vd.,
2009). Hastaligin klinik ve makroskobik bulgular fikir verici olsa da kesin taniya ulagilmasi
icin laboratuvar testlerinden yardim alinmalidir. Hastaligin ¢ok hizli ilerlemesi, ¢ok bulasic
olmasi, artan Sliimiin ardindan yaklagik bir haftada 6liim oranlarinin azalarak sonlanmasi
hastaligin klasik seyrini tanimlamaktadir. Klinik semptomlarin yani sira makroskobik olarak
bursa Fabricius’ta gozlenen bulgular da taniya yardimeci olmaktadir. Bursa Fabricius’da
odem ve transudat, kanama ve atrofi hastaligin ayirt edici bulgular1 arasindadir. Ancak
hastaligin ~ bulgular1 bazi viral, bakteriyel ve protozoer hastalik bulgulariyla
karisabileceginden kesin tan1 i¢in mutlaka laboratuvar testlerinden destek alinmalidir (Akan,

2002; Gelb vd., 2012).

IBDV'nin izolasyonu genellikle spesifik antikor negatif (SAN) tavuklar, hiicre
kiiltiirleri ya da spesifik patojen icermeyen (SPF) embriyolu yumurtalar kullanilarak
gerceklestirilmektedir (WOAH, 2024). Bursa Fabricius ya da dalaktan hazirlanan inokulum
viriis izolasyonu i¢in siklikla tercih edilmektedir. Genellikle siipheli materyal 9-11 giinliik
embriyolu tavuk yumurtasiin (ETY), koriyoallantoik membranina (CAM) ekilmektedir.
Inokulasyondan {i¢ ila bes giin sonra infekte embriyolar 6lmektedir. Embriyoda 6dem,
karacigerde ve dalakta biiylime, solgunluk ve nekrotik alanlar dikkati ¢ekmektedir (Akan,
2002; Rosenberger vd., 2008).

Viriisten etkilenen organ ve dokularin histopatolojik ve immiinohistokimyasal

tekniklerle incelenmesi hastaligin hem teshisine yardimci olmakta hem de hastaligin



patogenezini aydinlatmaktadir. Bursa Fabricius, dalak, bobrek ve proventrikiil-taglik gecis
bolgesi siklikla kullanilmaktadir. B hiicre deplesyonu, bursal folikiillerde medullar bolgede
kistik  degisiklikler  hastaligin  histopatolojik  tanis1  igin  Onemli  olmaktadir.
Immunohistokimyasal tekniklerle ise bursa Fabricius’ta lezyonlu bélgelerde viral antijenlerin

yogun olarak goriilmesi hastaligin teshisine destek olmaktadir (Singh vd., 2015).

Hastaligin serolojik olarak teshisinde; Agar jel immunodiffiizyon (AGID), Viriis
Nétralizasyon (VN) ve ELISA kullanilmaktadir. Serolojik testler arasinda en pratik olan
AGID testidir. Ancak duyarliligi ve Ozgilligi laboratuvarlar arasinda farklilik
gosterebilmektedir. VN en yiiksek ozgiilliige sahip olsa da test olduk¢a zahmetlidir. Ayrica
bir viroloji laboratuvarmin olanaklarini gerektirmektedir. Dolayisiyla rutin kullanim igin
pratik degildir (Dey vd., 2019). ELISA, ekonomik olmasi ve ¢ok sayida numuneyi hizli bir
sekilde test edebilmesi nedeniyle IBDV' yi tespit etmek igin en sik kullanilan yontemdir.
Gilinimiizde ELISA, AGID ve VN’ ye goére daha siklikla tercih edilmektedir. Hem
hastaliktan sonra olusan antikorlarin hem de asilamalardan sonra olusan antikorlarin
tespitinde pratik olarak kullanilmaktadir. Ayrica viriisiin farkli viral proteinlerine yonelik
olusan antikorlarmn teshisine de olanak saglamaktadir. Bu durum rekombinant agilamalardan
sonra olusan spesifik antikor yanitin saptanmasini kolaylastirmaktadir (Dey vd., 2019;
WOAMH, 2024).

Molekiiler yontemler diger analizlere gore daha hizli, daha duyarli ve daha az
zahmetli olma gibi avantajlara sahiptir. Konvansiyonel revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR), real time RT-PCR, multipleks RT-PCR ve dongii aracili izotermal
amplifikasyon (LAMP) siklikla kullanilan molekiiler testler arasindadir (Eterradossi ve Saif,
2020; Islam vd., 2013). Hem varyant hem de vvIBDV suslari, klasik alt tipe gore VP2 ¢ok
degisken bolgesinde Kkarakteristik amino asit yapisina sahiptir ve bunlar, RT-PCR ve

sekanslama yontemleri ile izl bir sekilde tespit edilebilmektedir (Aliy vd., 2020).

Tiir tamimlamasi, viriisleri antijenik ve patojenik tiirlerle iliskili molekiiler gruplara
ayirabilen ¢esitli RT-PCR sonrast analizler kullanilarak gerceklestirilebilmektedir.
Molekiiler tespitin ardindan DNA dizilimi ve filogenetik analiz, potansiyel IBDV suslari ile
saha suslarim karsilagtirmali analiz etme ve viriisiin evrimsel siirecinin anlagilmasinda
onemlidir. Bu nedenle PCR bazli molekiiler tani1 araglari, viriis teshisinde ve IBDV'nin farkli

suslarinin tanimlanmasinda daha duyarl ve etkilidir (Jackwood, 2004).



Son yillarda agilamalardan sonra as1 susunun hedef organlarda tespiti i¢in de siklikla
real-time RT-PCR analizleri tercih edilmekte ve erken dénemde asilama basaris1 hakkinda
detayli bilgiler saglamaktadir (Rojs vd., 2011). Ivan vd. (2005) IBD’ye karsi uygulanan
immunkompleks asilarin ters transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
kullanarak SPF ve etlik pili¢lerin dokularindaki IBD viral RNA'sinin dagilimini belirlemis ve

pozitif organlarin viral yiikiinii gercek zamanli olarak karsilastirmislardir.

1.7. Hastaliktan Korunma ve Kontrol

Virlistin  ¢evresel kosullara olduk¢a dayanakli olmasi hastaligin  kontroliinii
zorlagtirmaktir (Mdller vd., 2012). IBD’ den korunmak igin oOncelikle biyogiivenlik
uygulamalart titizlikle uygulanmalidir. Etkili uygulanan temizlik ve dezenfeksiyon viris
yiikiinii diisiirmekte dolayisiyla bulagma riskini de azaltabilmektedir. Ancak korunma ve
kontrol i¢in tek basina yeterli degildir (Van den Berg, 2008). Ayrica hastaligin kontroliinde
hagere ve kemirgenlerin kontrolii de o6nemli olmaktadir. Hastalik teshisinin yapildigi
kiimeslerden diger kiimeslere bulagsmanin engellenmesi igin insan ve kiimes ekipmani
hareketlerinin olabildigince kontrol altina alinmasi hastaligin kontroliinde dikkat edilmesi
gereken hususlar arasindadir (Dey vd., 2019). Tiim bu uygulamalar hastaligin kontroli i¢in
yardimel ve gerekli hususlar olsa da mutlak koruma asilamalar ile saglanabilmektedir ve
asilamalar olmadan vvIBDV infeksiyonlariyla miicadele diigiiniillememektedir (Miiller vd.,
2012). Hastaliktan korunmaya yonelik ilk immunizasyon calismalari gegmis yillarda
civcivleri etkene maruz birakmaya dayanmaktadir. Bu yontem hastaliga bagli 6liim
oranlarimi azaltsa da immunsupresyona sebep olmakta ve viriisiin sacilimina neden
olmaktadir (Akan, 2002). Bu yontemin dezavantajlarindan dolay1 SPF tavuklarin ETY” lerde
viriislin seri pasajlanmasiyla zayiflatilmis suslar, asilamalarda kullanilmistir. Bu yontemler
1980’li yillara kadar devam etse de viriisiin farkli varyantlarinin ortaya ¢ikmasi hastaligin
kontroliinii zorlastrmis ve tiim diinyada salginlarin artmasi uygulanan immunizasyon
yontemlerinin yetersiz oldugunu gostermistir. Bu kontrol altina alinamayanlar salginlar ile
miicadelede farkli asilama stratejilerin gelistirilmesi gereksinimi olusmustur. Hastaligin
erken donemde immunsupresif etkilerinin ortadan kaldirilmasi ancak maternal antikorlar
(MDA) ile basarilabilmektedir. Koruyucu diizeyde MDA i¢in damizlik tavuklarin uygun
asilama programina gore asilanmasi gerekmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020). Hastaliga
yonelik asilama stratejileri asilarin etkinligini etkilemektedir. Asinin uygulama yolu, saha
viriisiiniin varlig1 ve viriilensi, maternal antikor diizeyleri ve uygulanan asinin tiretim teknigi
ve teknolojisi, asilarin etkinligini etkileyen stratejilerin birka¢idir (Akan, 2002; Akan ve
Sareyyiipoglu, 2006; Miiller vd., 2012).

10



Hastaliga yonelik asilamalar sprey, igme suyu, civcivlere enjeksiyon ve yumurta igine
enjeksiyon (in ovo) olarak uygulanabilmektedir (Corley vd., 2001). Asilama uygulamalar
yapilmadan 6nce mutlaka bolgedeki saha viriisti varligi bilinmeli, teshis edilen viriisiin
molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik analizi yapilarak kullanilan asilar ile saha
virilisiiniin uyumu goézden gegirilmelidir (Rojs vd., 2011). Giinlimiizde kanatli endiistrisinde
damizlik tavuklarda uygulanan asilama stratejileri nedeniyle civcivler IBDV’ ye karsi
maternal antikorlara sahip olarak yumurtadan ¢ikmaktadir. Maternal antikorlar ilk haftalarda
civcivleri hastaliga karsi korusa da uygulanan bazi asilarin hedeflenen immiiniteye
ulasamamasina neden olmaktadir. Saha kosullart altinda, IBDV' ye karsi maternal
antikorlarin yarilanma omiirlerinin degisken oldugu belirtilmektedir. Maternal antikorlarin
yartlanma Omiirleri civcivlerin - ¢ikiminin  gergeklestigi  kulugka sartlarina  bagh
olabileceginden dolay1 civcivler arasinda farklilik olusmaktadir. Bu durum da asilamanin
uygulanacagi optimal zamanin diliminin belirlenmesini zorlastirmaktadir (de Wit, 2001). Bu
nedenle son yillarda maternal antikorlardan etkilenmeyen asilama teknolojileri tizerinde

calismalar yogunlagsmaktadir (Rautenschlein vd., 2005).

1.7.1. Canh Asilar

Canli viral asilar hedef konaktaki infeksiyonu taklit ederek immunizasyon
saglamaktadir. Hem hiicresel hem de humoral bagisiklig1 uyarabilmektedirler. Etkili olmalar1
icin bir adjuvana ihtiyag duymazlar ve siirii asilamalar1 i¢in de uygundurlar. Ancak ayni
zamanda istenmeyen yan etkilere de sahip olabilmektedirler. Bunlar arasinda as1 virisiiniin
sacilmasi, yeniden viriilans 6zellik kazanmasi, performans kayiplar1 ve as1 reaksiyonlari
sayilabilmektedir. Genel olarak kanath endiistrisi tarafindan kullanilan canli IBDV asilar,
asmin viriilans 6zellikleri zayiflatilarak iiretilmektedir. Asilar ana viriisiin neden oldugu
bagisiklik tepkisini siirdiirmek amaciyla doku kiiltlirlinde, yumurtalarda veya embriyodan
tiretilmis dokularda seri pasajlama yoluyla zayiflatilmistir (Schijns vd., 2008). Klasik canl
IBDV asilarimin bir¢ogu, klasik viriilent suslara dayanmaktadir. Bu kategoriye giren asilar
meydana getirdigi lezyonlara ve antijenik uyarim giiciine gore “mild", “intermediate” ve
“intermediate plus (hot) asilar olarak siniflandirilmaktadirlar. Mild agilar bursal lezyonlara
neden olmasa da matermal antikor varliginda etkisi oldukg¢a diisiiktiir. Intermediate ve
intermediate plus (hot) asilar mild asilara gore daha iyi immunizasyon saglama yetenegine
sahiptir. Ayrica damuzliklardan gelen yiiksek diizeydeki maternal antikorlar1 nétrazile
edebilmektedirler. Ancak orta ila siddetli bursal lezyonlara neden olabilmektedir. Dolayisiyla

asitlamaya bagli immunsupresyona, B hiicre deplesyonuna ve performans kayiplarina neden
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olabilmektedirler (Kumar vd., 2000; Mazariegos vd., 1990; Rautenschlein vd., 2005
Tsukamoto vd., 1995).

1.7.2. inaktif Asilar

Inaktif IBD agilari gogunlukla yag adjuvantli olarak formiile edilmektedir. Tek
basmna ya da farkli antijenle birlikte uygulanmaktadir. Inaktive edilmis IBD agilarinin ayni
zamanda tavuklarda IBDV' ye 6zgii T hiicresi ve inflamatuar yanitlari uyarabildigi de
gozlemlenmistir (Rautenschlein vd., 2002). Son yillarda varyant IBDV suslarinin neden
oldugu infeksiyonlardan korunmak i¢in inaktif agilarin ya yliksek dozda uygulanmasi ya da
varyant IBDV susglarina gére optimize edilmesi gerektigi rapor edilmistir (Miiller vd., 1992;
Rosenberger vd., 1987). Bu asilarda immiinite olusturabilmek igin tekrar dozlarinin
yapilmasi gerekmektedir. Bu durum hem maliyet hem de is giicli agisindan bir dezavantaj
olarak goriilmektedir (Wyeth, 1990). Inaktif asilarm daha 6nce primer immun yamt
olugmamis stiriilerde immunizasyon olusturma yetenegi diisiik oldugundan, genellikle canli
agilar sonrasinda siiriide antikor diizeylerinin daha uniform hale getirilmesinde
kullanilmaktadirlar (Akan, 2002).

1.7.3. Rekombinant Vektor Asilar

Gecmisten giliniimiize IBDV'ye karst uygulanan canli agilarin yogun kullaniminin,
potansiyel mutasyonlar nedeniyle bu patojeni artan viriilansa siiriikleyebilecegine dair artan
bir endise bulunmaktadir. Canli ve inaktif asilarin sahip oldugu dezavantajlardan dolay1
spesifik patojen antijenlerini kodlayan bir veya daha fazla genin rekombinant DNA agist
tarafindan ifade edildigi rekombinant agilarin gelistirilmesine olan ilginin artmasina neden
olmustur. Rekombinant agilar koruyucu antijenlerin saglanmasinda cesitli avantajlar
sunmaktadirlar. Bu asilar, kodladiklart antijenlerin kendi dogal yapilarinda tiretilmesi ve
biiylik doku uyusum komplesi (MHC) smif I ve sinif 11 baglaminda sunulmasi saglayarak
immunizasyon olusturmaktadir. Kisaca dogal bir viral infeksiyonu taklit etmektedir. Ayrica
cok bilesenli agilarin tek dozda uygulanmasi da miimkiindiir. Enjeksiyon bolgesi
reaksiyonlarina dair bir kanit bulunmamaktadir. Viriisiin viriilans 6zellik kazandigina dair de
herhangi bir risk bulunmamaktadir. Maternal antikorlardan ise minimum diizeyde
etkilenmektedirler (Mahgoub, 2012).
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Vektor agilari, her iki organizmaya karsi koruyucu bir bagisiklik tepkisi olugturmak
icin bir organizmadan (donor) gelen bir genin baska bir organizmanin (vektdér) genomuna
yerlestirildigi, genetigi degistirilmis asilardir (Sekil 1.4). Vektorler arasinda “fowlpox virus”
(Heine ve Boyle, 1993), Newcastle hastalig1 viriisii (Huang vd., 2004), hindi herpes viriisii
(HVT) (Darteil vd., 1995), “fowladenovirus” (Francois vd., 2004) ve T4 bakteriyofaji
(Cao vd., 2005), IBDV' ye kars1 bagisiklik tepkisini uyaran antijen olan VP2'yi eksprese
etmek icin vektor viriisleri olarak kullanmilmistir. HVT onlarca yildir Marek hastaligina karst
giivenli ve etkili bir a1 olarak kullanilmaktadir. En siklikla maternal antikorlarla etkilesime
kars1 duyarlilig1 zayif oldugundan HVT, IBD i¢in bir vektor olarak siklikla kullanilmaktadir
(Darteil vd., 1995; Tsukamoto vd., 2002 ).

HVT (vector) VIRUS (donor)
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Sekil 1.4. Vektor aginin sematize gosterimi (Hein vd., 2021)

1.7.4. Subunit Asilar

Son yillarda IBD’ye kars1i immunizasyon ¢alismalarinda genellikle virlisiin koruyucu
antijeni ve viral yapisal proteini olan VP2’nin viral ekspresyonu iizerinde durulmustur.
Ancak denatiire halde bulunan VP2, tavuklarda koruma saglamamaktadir (Fahey vd.,
1989). Farkli ekspresyon sistemlerinde ya tek basina VP2 kodlama bolgesi ya da poliprotein
geni kullanilmasinin ardindan saflastirilarak elde edilen {iretilen asi1 subiinit aginin temelini
olusturmaktadir (Martinez-Torrecuadrada vd., 2003). Ekspresyon sistemi olarak Escherichia
coli (Rong vd., 2007), maya (Fahey vd., 1991), fowlpoxvirus (Bayliss vd., 1991; Heine ve
Boyle, 1993), bakulovirus (Vakharia vd., 1993) ve bitki ekspresyon sistemleri
(Wu vd., 2004) kullamlmistir. Immiinojeniteyi arttirdig1 diisiiniilen VP2 ve tavuk interlokin-
2'den olusan bir flizyon proteini gelistirilmis ve potansiyel bir as1 olarak test edilmistir (Liu

vd., 2005). Bugiine kadar, bazi iilkelerde VP2 alt birimini temel alan ti¢ subiinit ag1 piyasaya
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siiriilmiistiir. Inaktif asilarda oldugu tekrar asilama gereklilikleri bu tiir asilarin dezavantajlar
arasindadir. Tek basina VP2'nin ekspresyonuna dayanan rekombinant subunit asilar,
astlanmis siiriileri enfekte olanlardan ayirt etmek igin kullanilan DIVA stratejisinin

kullanilmasina da olanak saglamaktadir (Miiller vd., 2012).

1.7.5. Immunkompleks Asilar

Yeni bir ast yaklagimu, bagisiklik kompleksi asilariin
olusturulmasidir. Immunkomplekslerin (Icx) bellek B hiicresi olusumu ve afinite
olgunlagsmasindaki rolii, bu komplekslerin asi olarak potansiyel kullanimina olanak
tammaktadir. Immunkompleks asilar Sekil 1.5’te goriildiigii gibi hiperimmunize tavuklarin
kan serumlarindan ya da yumurta sarisindan elde edilen belirli miktarlardaki spesifik
antikorun canli IBDV ile in-vitro ortamda belli oranlarda karistirilmasiyla formiile
edilmektedir (Jeurissen vd., 1998). Elde edilen antijen-antikor kompleksi enjeksiyon olarak
civcivlere verildiginde bu komplekslerdeki antijenlerin dogrudan antijen isleyen hiicreleri
hedef aldig1 bilinmektedir. Boylelikle humoral ve hiicresel bagisiklik meydana gelmektedir
Immunkompleks yapinin kiigiik bir boliimii folikiiler dentritik hiicrelerin Fc- reseptorlerine
tutunmaktadir. Immunkompleks yap1 bir siire bu sekilde korunabilmektedir. Bu mekanizma
ile dogal infeksiyon taklit edilmektedir. Ancak meydana gelen humoral bagisiklik dogal
infeksiyondan yaklasik 100 kat daha fazla olmaktadir (Jeurissen vd., 1998; Tang vd., 2021).

As1 virlisii hedef organ bursa Fabricius’a gittiginde yarigmaci diglamay1 saglayarak
saha virlisiinlin ~ bursa  Fabricius’u infekte etmesini  engellemektedir.  Yapilan
immunohistokimyasal boyama temelli calismalarda immunkompleks yapinin ilk olarak
dalaktaki germinal merkezlerde bulundugu ve virlis-antijen yapisinin bir siire bu organda

kaldig1 belirtilmistir (Jeurissen vd., 1998).

Maternal anitkora sahip civcivlerin birinci giinde immunkompleks asilar ile
asilanmasinin ardindan civcivlerde 21-28.glinde antikor yanitt olugmaktadir (Whittril vd.,

1995).

Immunkompleks asilarin en biiyiik avantaji, baslangicta vektdr asilar igin kullanilan
ticari yumurta enjeksiyon makineleriyle kulugkalama siiresinin  18. giiniinde in
ovo asilamaya uygun olmalaridir. Alternatif olarak, immunkompleks asilari kulugkahanede

civcivlere bir giinliikken deri alt1 enjeksiyon yoluyla verilebilmektedir (Ivan vd., 2005).
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Ayrica bu agilarin maternal antikorlarin varhiginda da etkili oldugu gosterilmistir
(Giambrone vd., 2001; Haddad vd., 1997). immunkompleks asilar klasik asilara gore daha
otomatize ve sistematik bir uygulamaya olanak saglamaktadir. Ayrica immunkompleks
asilariin deneysel etkinligi, en az canli IBDV asilartyla agilamadan sonra elde edilen antikor
yanmit kadardir. Jeurissen vd. (1998) yaptiklari ¢alismada agmin ¢aligma mekanizmasini
anlamaya calismiglardir. Bu ¢aligma kapsaminda in ovo enjeksiyonundan sonra g¢esitli zaman
dilimlerinde immunkompleks as1 ve klasik virlisiin enfektivitesi karsilastirilmistir. Her iki
asida da IBDV, bursa Fabricius’da ve dalaktaki B lenfositleri, makrofajlar ve folikiiler
dendritik hiicrelerle iliskilendirilmistir. Ancak immunkompleks asida bulunan antijenin
spesifik antikorlarla kompleks olusturmasi, viriis tespitinde yaklasik bes giinlik bir
gecikmeye neden olmustur. Bu durum maternal antikorlar ile iligkilendirilmis ve farkli
maternal antikor seviyelerine sahip civcivlerde agi virlislinlin farkli zamanlarda ¢ogalmaya

baslayacagi diistintilmiistiir.

Bagka bir ¢alismada (lvan vd., 2005), SPF civcivler ile maternal antikora sahip
civcivleri karsilagtirmislardir. Her iki grup da immunkompleks asilar ile asilanmigtir. SPF
tavuklarda 14.giinde bursa Fabricius’ta a1 susu saptanirken, maternal antikora sahip
civcivlerde 21. giinde bursa Fabricius’ta as1 susu saptanmistir. Deneysel olarak
immunkompleks ile asilanan tavuklarda B lenfositlerindeki deplesyon olduk¢a diisiik

diizeylerde kalmistir (Jeurissen vd., 1998).

Degisken seviyelerdeki maternal antikorlar ve kanath endiistrisindeki farkli
operasyonel kosullar nedeniyle evrensel bir agilama programi sunulamamaktadir. Canli agilar
7-21 giin arasinda maternal antikor diizeylerine bagli olarak uygulanabilmektedir. Eger
civeivler bir giinlilkken agilanmak isteniyorsa rekombinant vektor ya da immunkompleks

asilar tercih edilmektedir (Eterradossi ve Saif, 2020).

Hastaligin tedavisine yonelik etkili bir terapotik ya da destekleyici tedavi
bulunmamaktadir (Eterradossi ve Saif, 2020). Pasif olarak aktarilan antikorun infeksiyondan
sonra intraperitoneal olarak enjekte edildigi deneysel immunoterapi yontemleri klinik belirti

gosteren hayvanlarin sayisini azaltmigtir (Malik vd., 2006).
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Sekil 1.5. immunkompleks yapmnin sematize olarak gosterilmesi (Wang vd., 2019)

Bu tez caligmasinin amaci infeksiydz Bursal Hastaliga karst immunkompleks astyla
asilanan broiler hayvanlarin farkli haftalardaki antikor diizeylerinin serolojik yanita etkisinin
karsilagtirllmas1 ve asilarin farkli maternal antikor diizeylerinde etkinliginin ELISA ile
belirlenmesidir. Ayrica farkli haftalarda bursa Fabricius ve dalak numunelerinde infeksiy6z
bursal hastaligi virlisiiniin kantitatif RT-qPCR ile tespiti ve karsilastirilmasi ¢alismanin bir

diger amacidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Broiler Kiimesleri

Calisma iki farkli cografi bolgede yer alan, yedi farkli damizlik orijinine sahip ve iki
farkli kuluckahanede gikimlari gergeklesen toplam 450.008 adet Ross 308 broiler civcivin
sevk edildigi 10 farkli broiler kiimesinde gergeklestirildi (Sekil 2.1). Uretim siireci boyunca
bakim ve besleme kosullar1 entegrasyonlarin rutin siiregleri dahilinde gergeklestirildi.
Kiimeslerin kapasiteleri ve yer aldig1 cografi bolgeler Cizelge 2. 1.’de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Broiler kiimesleri, kapasiteleri, bulundugu cografi bolge, damizlik orjinleri ve
kuluckahaneler

Kiimes Kapasite Cografi Bolge Damizhk Kuluckahane
Kiimes-1 91.920 Damizlik-1
Kiimes-2 44.000 Damizhk-2
Ege Bolgesi
Kiimes-3 30.240 Damizlik-3 Kulugkahane-1
Kiimes-4 30.240 Damizhk-2
Kiimes-5 72.000 Damizlik-4
Kiimes-6 34.560 Damizhk-5
Kiimes-7 41.040 Damizlik-6
Marmara Bolgesi
Kiimes-8 27.520 Damizlik-7 Kulugkahane-2
Kiimes-9 31.040 Damizhk-5
Kiimes-10 47.520 Damizhk-5
2.1.2. As1

Calisma kapsaminda immunkompleks asi (Gumbohatch®, Hipra, Spain) kullanildi.
As1, zayiflatilmis canli IBDV viriisii (10148-10%%® partikiil) ve bu antijenlerle tamamen
baglanan asili tavuk yumurtalarindan elde edilen spesifik antikor kompleksinden

olusmaktadir.
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Sekil 2. 1. A. Kiimes- 9, 7 giinliik yastaki civcivler B. Kiimes-10, 14 giinliik yastaki civcivler,
C. Kiimes-5 kesim yagindaki tavuklar, D. Kiimes-2, 28 giinliikk yastaki tavuklar

2.1.3. Kan Serumu ve Organ Numuneleri

Calismada kullanilan kan serumu ve organ numuneleri i¢in “Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu” onayma gerek bulunmadigima iliskin “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu Raporu” EK-1"de sunulmustur.

Siiriiler kiimeslere sevk edildikten sonra maternal antikorlarin saptanmasi amaciyla
her kiimesteki bir giinliik civcivlerden, tesadiifi 6rnekleme yontemiyle 23 adet kan serumu
alindi. Ayrica her kiimesten 21. giinde ve Kkesim asamasinda da tesadiifi Ornekleme
yontemiyle 23 adet kan serumu saglandi. Tiim kiimeslerden tesadiifi 6rnekleme yontemiyle
7. giin, 14. giin, 21. giin, 28. giin, 35. giin ve kesim asamasindan Once rutin asilama
kontrolleri icin Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na

soguk zincir sartlarinda gonderilen her kiimesi temsilen 5 adet bursa Fabricius ve aym
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hayvanlara ait 5 adet dalak numuneleri kullanildi. Bu ¢aligma kapsaminda toplam 690 adet

kan serumu, 300’er adet bursa Fabricius ve dalak numunesi analiz edildi. Analiz edilen

numuneler Cizelge 2.2’de sunulmustur.

Cizelge 2.2. Kiimeslere ve siirii yaslarina gére kullanilan kan serumu ve organ numuneleri

Kiimes

Kiimes-1

Kiimes-2

Kiimes-3

Kiimes-4

Kiimes-5

Kiimes-6

Kiimes-7

Kiimes-8

Kiimes-9

Kiimes-10

1.giin

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

Kan serumu

7.giin | 14.giin
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak
BF BF
Dalak | Dalak

21.giin

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
Bursa F.
Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

28.giin

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

35.giin

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

BF
Dalak

Kesim

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak

Kan serumu
BF

Dalak
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2.1.4. Serolojik ve Molekiiler Kitler

Siiriilerin maternal antikorlarinin tespiti ve asilamadan sonra olusacak antikor
yanitinin saptanmasi i¢in ticari bir ELISA kiti olan IBD ELISA (BioChek, UK, Product
ID:CK113, Lot No: FS9283) kullanildi. Kit igerisinden antijen kapl plaka (5x, Lot No:
CH7159), Konjugat (55 ml, Lot No:CH7617), Substrat tabletleri (10x, Lot No: CH7455),
Substrat sulandirma tamponu (55 ml, Lot No: CH7579), Stop soliisyonu (55 ml, Lot No:
7539), Ornek sulandirma soliisyonu (180 ml, Lot No:CH7308), Yikama tampon tabletleri
(2x, Lot No: CH6861), Negatif Kontrol (3 ml, Lot No: CH6861) ve Pozitif kontrol (3 ml, Lot
No: CH7618) kimyasallar1 ve soliisyonlart kullanildi (Sekil 2.2.A).

RNA ekstraksiyonu amaciyla manyetik ayirma teknolojisine dayanan ekstraksiyon
robotuna uygun bir kit olan Bio-speedy Nucleic Acid Extraction Kit (Bioeksen, Turkey
Product ID: ZFNAEOQ1, Lot no: B307041078DD) kullanildi. Kit igerisinde doku lizis
tamponu (60 ml), proteinaz K soliisyonu (300 ul), steril kartus seti ve steril otomatize robot

pipeti kullanildz.

As1 viriisiiniin farkli giinlerde ve organlarda kantitatif tespiti i¢in ticari bir gergek
zamanli PCR kiti olan Real-Time PCR Detection Kit for IBDV (Letgen Biotech, Turkey
Product I1D: LSK280-0300, Lot no:3172) kullanildi. Kit, RT-qPCR Mastermix (100ul x 3),
Primer/probe karigimi (100ul X 3), RT-karisimi (100 pl x 3), Pozitif kontrol (300 ul x1) ve
su (1 ml) soliisyonlarindan olusmaktadir (Sekil 2.2.B).

Sekil 2.2. A. Maternal antikorlar ve asilamadan sonra olusan antikor yanitin tespiti i¢in kullanilan
serolojik ELISA kiti B. As1 viriisiiniin tespiti igin kullanilan RT-gPCR Kkiti
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2.1.5. Analizlerde Kullanilan Cihazlar

Serolojik ¢alismalar sirasinda Thermo Scientific Wellwash ELISA yikama cihazi,
Biotek ELX800 ELISA okutma cihazi, Thermo Scientific Finnpipette F1 otomatik pipet seti
kullanild.

Molekiiler galigmalar sirasinda ise [ldam MSC Class II Series biyolojik giivenlik
kabini, Thermo Scientific Finnpipette F1 otomatik pipet seti, Thermo Scientific MicroCL 21
mikrosantrifiij cihazi, Biosan Bio TDB-100 kuru blok 1sitic1i, Thermo Scientific NanoDrop
ND-1000 Spektrofotometre, Thermo Scientific Quant Studio 5 Real-Time PCR cihazi
kullanild.

Immun sistem organlarmin agirhklarinm dl¢iimii i¢in Kern EMB 1200-1 elektronik

hassas terazi kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. As1 Uygulama Yontemi, Makroskobik ve Broiler Besi Performans

Olciimleri

2.2.1.1. As1 Uygulama Yontemi

Asi, farkli iki kulugkada yumurtadan g¢ikan bir giinlik civcivlere deri alti (sc)
enjeksiyon yoluyla 0,2 ml olarak uygulandi (Sekil 2.3). Asilamalarin ardindan civcivler iki
farkli cografi bolgede 10 farkli kiimese sevk edildi. Asinin hazirlanmasinda uygulanan

adimlar asagida maddeler halinde sunulmustur.

Bu adimlar;

o Oda sicakliginda (<25 °C), 2 ml as1 ¢oziiciisii ile liyofilize halde bulunan (1x1000
doz) as1 sisesi icerisine eklendi (Sekil 2.3).

o Sise icerigi siispanse olana kadar karigtirildi.

o Siispanse haldeki sise i¢eriginin tamami as1 ¢oziiciisii i¢erisine eklendi.

o Enjeksiyon basarisinin tespiti i¢in ¢éziiciiye 6zel boyar madde eklendi.
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° Asilama devam ederken asinin ¢okmesinin engellenmek i¢in her 15 dakikada

bir defa olmak tizere ¢oziicii ¢alkalandi.

. Otomatize ekipman ile ilgili kiimese ait her hayvana bireysel olarak
uygulandi.
. Enjeksiyonu takiben, enjeksiyon ve agilama uygulamasinin basarisi i¢in hayvanlarin

ense bolgelerinin belirte¢ boyar madde ile boyanip boyanmadigi kontrol edilerek kayit edildi
(Sekil 2.4).
. Her iki kulugkanin da enjeksiyon ve agilama uygulama basarilar1 yiizde olarak

hesaplandi.

Sekil 2. 4. Enjeksiyon basarisinin kontrolii
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2.2.1.2. Makroskobik Olciimler

As1 viriislinlin bursa Fabricius ve dalak numunelerinde immunsupresyon ve B hiicre
deplesyonuna neden olup olmadigini gdstermesi agisindan 28. giinde bursa Fabricius ve

dalak numuneleri bursametre ile 6lgiildi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Bursa Fabricius ve dalak numunelerinin bursametre ile 6l¢timii

Kiimesleri temsil eden bes adet Bursa Fabricius numuneleri birden sekize kadar
skorland1. Sonuglar olarak bireysel olarak kayit edildi ve her kiimesin aritmetik ortalamalar1
alindi. Elde edilen skorun karsilik geldigi bursa Fabricius ¢aplar1 Cizelge 2.3’de sunulmustur

(Moraes vd., 2004).

Cizelge 2.3. Bursal skorlar1 ve karsilik geldigi bursa Fabricius ¢aplar

Bursal skor Bursa Fabricius ¢cap (mm)
<317

3,18- 6,35
6,36- 9,52
9,53-12,7
12,8- 15,87
15,88-19,05
19,06-22,22
22,23-25,40

0 N o o1 A W N

Ayrica 28. giinde kiimeslerde hayvanlarin viicut agirliklari, bursa Fabricius (BF) ve
dalak numuneleri hassas teraziyle olgildii (Sekil 2.6). Bireysel olarak organlarin ayri ayri

agirliklar1 hayvanlarin agirliklarina boliinerek bursa Fabricius ve dalagin viicut agirhgina
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oranlar1 hesaplandi ve her kiimesin ortalamalar olusturuldu. Hesaplamada kullanilan

formiiller agagida gosterilmistir.

Bu formiiller (Latif vd., 2014);

. BF /Viicut agirligt orani: (BF agirligi (g) X Viicut agirlig) x 100

J Dalak/Viicut agirhigi orant: Dalak agirligi (g) x Viicut agirligi x 100

A

Sekil 2.6. A. Dalak numunelerinin hassas terazi ile tartimi1 B. Bursa Fabricius numunelerinin hassas
terazi ile tartim

2.2.1.3. Broiler Besi Performans Ol¢iimleri

Ast uygulanan kiimeslerin broiler besi performansinin belirlenmesi amaciyla
kiimeslerin yiizde 6liim oranlar1 ayr1 ayr1 hesaplandi. Oliim oranlari, kiimeslere sevk edilen
civcivlerden kesime giden hayvanlarin ¢ikarilmasiyla elde edildi. Ayrica broiler besi
performansinin belirlenmesinde Broiler Uretiminde Verimlilik Endeksi (EPEF) verileri de
dikkate alindi. EPEF, yasama giicii (%) ve canli agirlik (kg) ¢carpiminin, kesim yas1 (giin) ve
yem doniigiim oran1 (FCR) garpimina bdlinmesiyle hesaplandi (Ao ve Kim, 2020).

2.2.2. Serolojik Analiz

Calismada maternal antikorlarin tespiti ve agilamadan sonra olusacak antikor yanitin
belirlenmesinde indirekt ELISA yéntemi kullanildi. Bu islem ticari kit ile yapildi. Yéntemin

prensibi, 6nceden inaktif IBD antijeniyle kapl plakalarin iizerine siipheli serumlarin
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eklenerek antijen-antikor kompleksi olusturulmasi ve bu kompleksin alkalin fosfataz
enzimiyle etiketli anti-tavuk 1gG eklenerek ilave bir kompleks olusturulmasina
dayanmaktadir.  Olusan  komplekse  kromojen  formdaki  substratin  (para-
nitrophenylphosphate) eklenmesi ve sari1 rengin olusmasi testin temel mekanizmasini
olusturur (Sekil 2.7). Alinan kan serumlar1 Kit iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda

islendi. Bu kapsamda yapilan islemler asagida maddeler halinde sunulmustur.

Bu oneriler dogrultusunda;

o Her serum, sulandirma soliisyonuyla 1:500 oraninda seyreltildi. Bu seyreltme islemi
iki adimda gergeklestirildi. Ayr1 bir sulandirma plakasina serum numunelerinden 5 pl
almarak {izerine 245 pl sulandirma soliisyonu eklendi. Ayri bir plakaya da 90 ul sulandirma
soliisyonu eklendi 1:50 seyreltilen sulandirmadan 10 pl alinarak dogrudan bu plaka iizerine

pipetlendi. Sonug olarak serum numuneleri 1:500 oraninda iki adimli olarak seyreltildi.

o 100 pl pozitif kontrol, 100 ul negatif kontrol plakanin ilgili ikiser kuyucuguna
eklendi. Antijen kapli plakanin uygun gozlerine de ayr1 plakada sulandirilan numuneler 100
ul olacak sekilde pipetlendi ve plakanin iizeri 151k almasin1 engelleyecek sekilde kapatildi.
Oda sicakliginda (23-25 °C) 30 dakika inkiibe edildi.

o Hazneler ELISA yikama cihazinda her defada hazne basina 350 pl yikama
soliisyonu gelecek sekilde dort defa ardisik olarak otomatize olarak yikandi. Yikama

sonrasinda plaka, ters ¢evrilerek emici kagit tizerinde kurutuldu.

o Uygun haznelerin tamamma 100 pl olacak sekilde konjugat eklendi ve plakanin
iizeri 151k almasimi engelleyecek sekilde kapatildi. Oda sicakliginda (23-25 °C) 30 dakika
inkiibe edildi

o Daha sonra yine ardisik olarak dort defa otomatize olarak yikama islemi
gergeklestirildi.
o Bu asamada uygun haznelere 100 pl substrat soliisyonu eklendi plakanin iizeri 151k

almasim engelleyecek sekilde kapatildi. Oda sicakhiginda (23-25 °C) 15 dakika inkiibe
edildi.
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. Reaksiyonu sonlandirmak igin uygun haznelere 100 pl durdurma soliisyonu eklendi
ve ELISA okuma cihazinda 450 nm’de absorbanslar okutuldu.

2.2.2.1. Testin Yorumlanmasi

Kit tretici firmanin verdigi Onergelere gore testin gegerli olmasi i¢in negatif
kontroliin absorbans degerinin 0,3’lin altinda, ortalama negatif kontrol ile ortalama pozitif
kontrol absorbans degerleri arasindaki farkin da 0,15°den biiyiik olmasi gerekmektedir. Test
kiti icerisinde bulunan IBD pozitif kontrolii, tavuk serumundaki anlamli sayilabilecek
minimum seviye dikkate alinarak standartlagtirilmistir. Testin yorumlanmasindaki esas
siipheli numunelerin pozitif kontrolii referans alarak hesaplanmasina dayanir. Bu iligki S/P
orani1 (Pozitif kontrole karsi numunenin orani) olarak gosterilmektedir. 0,2 veya daha
tizerindeki S/P degerlerinde bulunan numuneler pozitif olarak 0,199 ve daha diisiik bulunan

degerler ise negatif olarak kabul edildi (Cizelge 2.4).

Sekil 2.7. indirekt ELISA’da pozitif plaka goriintiisii

Cizelge 2.4. Testin yorumlanmasindaki referans aralik degerleri

S/IP degeri Titre arahig Antikor durumu
<0,199 <390 Saptanmadi
>0,2 >391 Pozitif
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2.2.2.2. Antikor Titresinin Hesaplanmasi

Analizi yapilan bir numunenin S/P degeri ve sulandirma orani (1:500), kit tiretici
firmanin Onerdigi formiil esas alinarak antikor titresi otomatize ELISA okuyucu cihaz
tarafindan hesaplandi ve Kit dretici firmanin yazilim programindan sonuglar elde edildi

(Sekil 2.8).

15— Tt IBD Ser no.: Fs
Kan Alma Gind: 7.11.2022 Tast Tarhi:  7.11.2023
12—4 Mean Titer: 8522 Omek Says: 23
Min-Man Titer: 5660 - 10637 Neg/S0p/Poz:  0/0/23
I Geometrik Ort Titre: 8438
%lV: i85
ﬁ —_
Target Titer: -
. Hedef Sy
W1 Index: 56N
i _ Target Range vI:
0 ! g 9 L u 8 Interpretatian VI:
Titer Range Ref.Controls  CR100 (RF13) (6000-12000)
Meantiter Ref.Controls CR100 (RF13) (7958)
Positive Cuttoff 5/P: »= 0,2
Ornek ID: Plate Konumu 0.D. 5/P Ratio Titer Titer Group Sonug
- AD1 0,107
- BO1 0,108
- tm 0,63
- i) | 0,613
0 Fo4 1,770 3,234 8351 B pos
02 G4 1,916 3,518 9161 8 pos
03 HO4 1,408 2,530 8374 7 pos
04 A5 1,275 2,10 5660 B pos
05 BOS 1872 3,433 8917 ] pos
08 €05 2,018 317 9732 B pos
07 s 1,811 3,314 8578 B pos
08 E0S 1,885 3,458 B989 B pas
09 FO5 1,784 3,262 8430 B pos
10 G5 2,081 3,639 10084 4 pos
11 HO5 1,851 3,302 BR00 B pas
12 Al 1,385 3,458 8989 B pos
13 806 1,502 M3 BBA3 7 pos
14 Chg 1,954 3,502 9373 B pas
15 i 2,179 4,030 10637 q pas
16 E06 2,071 3,820 10029 4 pos
17 Fog 1,722 3,141 a0a7 B pos
18 G0B 1,322 3,336 Be41 8 pas
19 HO& 1,300 3,293 3518 8 pos
20 AD7 2,044 3,768 9879 B pos
21 BOv? 1,528 2,764 7026 7 pas
22 o7 1,687 3,082 7948 7 pas
23 o7 1,509 2,747 B922 7 pos

Sekil 2.8. Kit iiretici firmanin yazilimindan alinan rapor
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2.2.3. Molekiiler Analiz

Asilamadan sonra bursa Fabricius ve dalak numunelerinde asi susunun kantitatif
tespiti icin sirasiyla niikleik asit ekstraksiyonu ve Gergek zamanli Ters Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) uygulandi.

2.2.3.1. Niikleik Asit Ekstrasksiyonu

Her Bursa Fabricius ve dalak numunelerinden niikleik asit ekstraksiyonu ayr1 ayri
manyetik ayirma teknolojisine dayanan otomatize robot ile gergeklestirildi. Ekstraksiyonun
prensibi lizatin konsantre kaotropik tuz ve deterjan karisimi tizerine eklenen alkol varliginda
silika kapli demir oksit mikropartikiillere niikleik asitin baglanmas1 ve temizlenerek
saflagtirllmas1 esasina dayanir. Niikleik asit ekstraksiyonu i¢in izlenen adimlar asagida

maddeler halinde sunulmustur.

Bu islemler;

o Organ numuneleri 50 mg olacak sekilde tartildi ve cift bistiiri ile pargalandiktan
sonra 2 ml’lik vida kapakli bir tiipe alindi.

o Homojenizator ile 2 dakika boyunca homojenize edilerek mekanik par¢alama islemi
yapildi.
o Homojenatin iizerine 700 pl deterjanli ve PCR inhibitorii elimine edici bir soliisyon

olan “Tissue Lizis” eklendi.

o Yaklasik bir saniye boyunca 3.000 devirde kisa bir santrifiij yapilarak tiip
ceperindeki kalintilar dibe ¢oktiiriildii.

o Tiipler 95 °C’de 15 dakika boyunca kuru 1s1 blogunda inkiibe edildi.

o Tiip basma 40 pl Proteinaz-K eklenerek 5 dakika boyunca maksimum hizda

vorteksleme islemi yapildi. Kisa bir santrifiij (3.000 g 1 saniye) isleminden sonra tiipler 56
°C’de 18-24 saat boyunca inkiibe edildi.

o Inkubasyonun ardindan 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatantin 300
ul’lik boliimii ekstraksiyon isleminin gergeklesmesi igin robot kartusuna eklendi.

Otomatize robotik ekstraksiyon isleminin ardindan niikleik asit miktar1 ve yogunlugu

spektrofotometre ile dlgiildii. Olgiilen niikleik asitler -20 °C’de RT-qPCR islemine kadar

saklandi.
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2.2.3.2. Ger¢ek Zamanh Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(RT-gPCR)

Asilamadan sonra farkli giinlerde bursa Fabricius ve dalak numunelerinde asi
susunun Kantitatif olarak varligi RT-qPCR ile gergeklestirildi. Bu islem igin ticari Kit
kullanildi. Kit idretici firmanin onerileri dogrultusunda asagida maddeler halinde sunulan

islemler sirasiyla gerceklestirildi.

Bu islemler;

o Kit icerisinden ¢ikan Mastermix, Primer-probe karisimi, RT-karisimi, su ve Pozitif
kontrol tamamen ¢6ziinene kadar bekletildi.

o Tamamen ¢oziindiigiinden emin olunan komponentler maksimum hizda vortekslendi
ve kisa bir santrifiij islemiyle birlikte tiip etrafindaki soliisyonlarin dibe ¢6kmesi saglandi.

o Daha sonra Cizelge 2.5’te sunulan miktarlarda PCR karisimi hazirlandi ve PCR
tiiplerine eklendi.

o PCR tiipleri Thermo Scientific Quant Studio 5 cihazina yiiklendi ve Cizelge 2.6’da
belirtilen reaksiyon kosullarinda analiz edildi.

o Kit iiretici firmanin onerileri dogrultusunda sinyal 6l¢timii igin FAM kanali segildi.

Cizelge 2.5. PCR karisimi ve hacimleri

PCR komponenti Hacim (ul)
gPCR Mastermix 10 ul
Primer-Probe karigimi 2 ul

RTase karigimi 1l

Su 3ul
Negatif kontrol (su) 4 pl
Pozitif kontrol 4 ul
Niikleik asit 4 ul
Toplam hacim 20 ul
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Cizelge 2.6. PCR reaksiyon kosullari

PCR program Sicakhik Zaman Dongii sayisi
Ters transkripsiyon 50 °C 10 dakika 1

Polimeraz Aktivasyonu 95 °C 2 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 10 saniye

Baglanma, Uzama ve Okuma 60 °C 30 saniye %0

2.2.3.2.1. Sonug¢larin Yorumlanmasi

Kit tretici firmanin Onerileri dogrultusunda RT-qPCR asamasinin sonlanmasinin
ardindan FAM kanalinda sigmoidal egri bulunan ve esik dongli degeri sayist 35’in altinda
olan reaksiyonlar pozitif olarak degerlendirildi. Testin gegerli oldugunun kabul edilmesi i¢in
pozitif kontroliin esik dongii degerinin > 15 ve < 35 arasinda olmasina dikkat edildi. Ayrica
negatif kontrol olarak kullanilan reaksiyonda da sigmoidal egrinin bulunmamasi test

gecerliliginin bir diger kriteri olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Enjeksiyon Basar1 Kontrolii, Makroskobik Ol¢iim ve Broiler Besi
Performans Bulgular:

3.1.1. Enjeksiyon Basar1 Kontrolii Bulgulari

Farkli iki kuluckada asilanan hayvanlarin enjeksiyon basar1 kontrolleri yapildiginda
kuluckahane-1’de enjeksiyon basaris1 %97, 36 bulunurken kulugkahanede enjeksiyon
basarist %98,25 olarak bulundu (Sekil 3.1). Her iki kuluckahanenin ortalamasi ise %97, 8

olarak saptandi.

98,30%
98,10%
97,90%
97,70%
97,50%
97,30%
97,10%
96,90%

96,70%
Kulugkahene-1 Kulugkahane-2

Sekil 3.1. Kulugkahanelere gore enjeksiyon basari kontrol bulgulari

3.1.2 Makroskobik Ol¢iim Bulgular

Asilamadan sonraki 28.glinde bursametreyle 6lgiilen bursa Fabricius numunelerinin
ortalama skorlar kiimesler arasinda 5 ile 6,2 arasinda degisti. Ttim kiimeslerin ortalamasi ise

5,54 olarak saptandi. Skorlama sonuglari Cizelge 3.1°de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Ortalama bursa Fabricius skorlari

Kiimes Ortalama bursa Fabricius skorlar:
Kiimes-1 5,4
Kiimes-2 5,2
Kiimes-3 5,6
Kiimes-4 6
Kiimes-5 5
Kiimes-6 5,8
Kiimes-7 5,2
Kiimes-8 6,2
Kiimes-9 5
Kiimes-10 6

Asilamadan sonraki 28. giinde bursa Fabricius agirliklarinin viicut agirliklarina orani
ortalamalar1 kiimesler arasinda 0,13 ila 0,2 arasinda dalak agirliklarinin viicut agirliklarina
oraninin ortalamalar1 kiimesler arasinda 0,04 ila 0,07 arasinda degistigi dikkati ¢ekti. Tiim
kiimeslerin bursa Fabricius agirliklarinin viicut agirliklarina orani ortalamalari 0,15
bulunurken dalak agirliklarinin viicut agirliklarina oraninin ortalamalar1 ise 0,05 olarak

goriildii. Kiimeslerin ortalamalar1 Cizelge 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Kiimeslerin bursa Fabricius ve dalak agirliklarinin viicut agirligina orani

Kiimes Bursa Fabricius agirhgy/ viicut agirhgi Dalak agirhgi /Viicut agirhg
Kiimes-1 0,14 0,05
Kiimes-2 0,14 0,04
Kiimes-3 0,15 0,05
Kiimes-4 0,16 0,04
Kiimes-5 0,17 0,06
Kiimes-6 0,16 0,07
Kiimes-7 0,15 0,05
Kiimes-8 0,20 0,06
Kiimes-9 0,13 0,04
Kiimes-10 | 0,14 0,06
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3.1.3. Broiler Besi Performans Bulgulari

Kiimesler arasinda 6liim oranlar1 %3,6 ile %8,9 arasinda EPEF indeksleri ise 348 ile
413 arasinda degisti. Tiim siiriilerin genel 6liim ortalamasi 5,69 ve EPEF ortalamalar1 376,5

olarak bulundu. Tiim siiriilerin bireysel olarak verileri Cizelge 3.3’te sunulmustur.

Cizelge 3.3. Broiler besi performans bulgulari

Kiimes Ortalama 6liim orani (%0) EPEF
Kiimes-1 3,66 413
Kiimes-2 6,14 366
Kiimes-3 3,97 390
Kiimes-4 4,93 365
Kiimes-5 3,60 376
Kiimes-6 5,29 363
Kimes-7 6,49 348
Kiimes-8 8,90 349
Kiimes-9 5,33 410
Kiimes-10 8,63 385
Ortalama 5,69 376,5

3.2. Serolojik Analiz Bulgular:

Kiimesler arasinda IBD’ye kars1t maternal antikor titrelerinin 5600 ile 10350 arasinda
degistigi bulundu. Asilamadan sonraki 21. giinde IBD antikor titreleri 95 ile 1003 arasinda
degisti. Kesim agsamasindan once alinan kan serumlarinda ise IBD antikor titrelerinin 4091
ile 9370 arasinda degistigi goriildii. Her kiimesin antikor titresi Cizelge 3.4’de sunulmustur.
Antikor seviyelerinin 1. giin, 21. giin ve kesim asamasindaki degisimi de Sekil 3.2.ve Sekil

3.3°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4 Serolojik analiz bulgular

Kiimesler Maternal Antikor (MDA) 21.giin Kesim
(1.giin)
Kiimes-1 5600 363 9370
Kiimes -2 8529 278 7252
Kiimes -3 7128 272 7890
Kiimes -4 8105 472 8522
Kiimes -5 7169 299 8485
Kiimes -6 9432 95 5822
Kiimes -7 10350 1003 4091
Kiimes -8 8350 211 5950
Kiimes -9 9300 428 5128
Kiimes -10 7350 186 6751

16000

14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

o

Strii-1 ~ Strii-2  Stri-3  Sird-4  Sird-5  Sirii-6 Strid-7 - Surd-8 - Sird-9  Siirii-10

m Maternal Antikor (MDA) ®21.giin  ® Kesim

Sekil 3.2. Antikor titrelerinin 1. giin, 21. giin ve kesim asamasindaki degisimi-1
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Sekil 3.3. Antikor titrelerinin 1. giin, 21. giin ve kesim asamasindaki degigimi-2

3.3. Molekiiler Analiz Bulgular:

RT-gPCR analizi sonrasinda asilamadan sonraki 7.giinde higbir kiimeste bursa
Fabricius’ta as1 susu saptanamazken dalak numunelerinde ise 10 adet kiimesin 4 adetinin
tamaminda %20 oraninda, asilamadan sonraki 14.giinde bursa Fabricius’ta 10 adet kiimesin
sadece 1 adetinde %20 oraninda; dalak numunelerinde tiim kiimeslerde %60 ila%80
arasinda degisen oranda, asilamadan sonraki 21.giinde bursa Fabricius’ta tiim kiimeslerde
%20 ile %40 arasinda degisen oranda; dalak numunelerinde de tiim kiimeslerde %60 ile
%80 oraninda degisen oranda asilamadan sonraki 28.giinde bursa Fabricius numuneleri
tim kiimeslerde %20 ile %80 arasinda degisen oranda; dalak numunelerinde de tiim
kiimeslerde %80 ila %100 arasinda asilamadan sonraki 35.giinde bursa Fabricius
numuneleri 10 adet kiimesin tamaminda %40 ile %100 arasinda; dalak numunelerinde 10
adet kiimesin tamaminda %20 ile %40 arasinda degisen oranda ve son olarak kesim
asamasinda bursa Fabricius numunelerinde tiim kiimeslerde %80 ve %2100 arasinda asi
susu saptanirken, dalak numunelerinde 10 adet kiimesin 6 adetinde %20 ile %60 arasinda
degisen oranda as1 susu saptandi (Sekil 3.4). Kiimesler ve organlardaki RT-qPCR bulgularn
Cizelge 3.5’te sunulmustur. Bursa Fabricius ve dalakta as1 suslarimin giinlere gore ylizde

degisimleri Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da sunulmustur.
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Cizelge 3.5. RT-gPCR bulgular1

Kiimes Bursa Fabricius Dalak

As1 susu pozitifligi %* As1 susu pozitifligi %*
79 | 149 21g 289 | 359 | K** | 7g 149 | 21g H 28g | 35g | K**
Kiimes-1 0 20 40 80 100 100 20 60 | 60 100 20 | O

Kiimes-2 0 |0 20 |60 |80 | 100 |20 60 |80 | 100 40 |20
Kiimes-3 0 O 20 |80 '8 100 O 80 8 80 60 @ 20
Kiimes-4 0 0 200 60 |60 100 O 80 60 |80 40 |20
Kiimes-5 0 0 20 60 8 100 O 8 80 8 40 O

Kiimes-6 0 |0 20 60 60 100 |20 80 |80 100 60 |O

Kiimes-7 0 O 20 120 40 @ 80 0O 60 60 100 60 |60
Kiimes-8 0 |0 20 (60 |80 | 100 |20 60 80 |80 |40 |20
Kiimes-9 0 O 20 |80 80 @ 80 0O 8 80 80 60 |40

Kiimes-10 |0 | O 20 |60 |8 100 'O 8 60 100 60 |O

*Analiz edilen 5 adet numunenin bir adeti pozitif bulunursa % 20, iki adeti pozitif bulunduysa %40, ii¢c adeti
pozitif bulunduysa %60, dort adeti pozitif bulunduysa %80 ve tamamu pozitif bulunduysa %100 olarak
hesaplanmustir. ** K: Kesim agamasi

Ampi e st P Ampieiaation Pt

Ampttication Pt Arrpitc atcn Prot

- ¢ e . D

Sekil 3.4. A. Kiimes-4’e ait bursa Fabricius RT-qPCR bulgular1 (7.glin), B. Kiimes-3’e ait dalak RT-
gPCR bulgular1 (28.giin), C. Kiimes-6’ya ait dalak RT-q PCR bulgular1 (28.giin), D. Kiimes-10’a ait
bursa Fabricius RT-gPCR bulgular
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Sekil 3.5. Kiimeslerdeki giinlere gore bursa Fabricius’ta ag1 susunun yiizde degisimi
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4. TARTISMA

Tiirkiye’de broiler siiriilerde Infeksiydz Bursal Hastaliga karsi farkli teknolojilerde
gelistirilmis cesitli asilar kullanilmakta ve bu asilar hayvanlarda degisen oranlarda ¢ogalarak
antikor yanit1 olusturmaktadir. Broiler siiriilerde IBD’ye karst korunma stratejileri arasinda
immunkompleks asilar gelistirilmistir. immunkompleks asilar tim diinyada oldugu gibi
Tirkiye’de de kullanilmaya devam edilmektedir. Ancak IBD’ ye karst kullanilan
asilamalarin etkinliginde rol oynayan bazi degiskenler de bulunmaktadir. As1 iiretim teknigi,
kiimes Kkapasitesi, cografi bolge, damizlik orjinleri, as1 uygulama giinii, farkli maternal
antikor seviyeleri ve bakim-besleme bu faktdrlerden bazilaridir. Hastaligin gerek ekonomik
gerekse hayvan refahi acisindan 6nemi dolayistyla uygulanan asilarin etkinlik ¢aligmalariin
uygun yontemlerle yapilmasi agilardan alinacak en yiiksek yarari saglayacak ve hastaligin

kontroliinii kolaylastiracaktir.

Immunkompleks asilarin etkinliginin izlenmesine yonelik calismalarin birgogu az
sayida broiler hayvanlarda ya da SPF hayvanlarda yapilmistir (Abou El-Fetouh vd., 2020;
Arshad vd., 2019; Camilotti vd., 2016; Cazaban vd., 2018; Haddad vd., 1997; Hassanzadeh
vd., 2006; Ivan vd, 2005; Muniz vd., 2018; Sedeik vd., 2019). Sunulan tez ¢alismasi saha
kosullarinda 10 farkli kiimeste yapilan ilk ¢alisma niteligindedir. Sunulan tez caligmasi
Tiirkiye’de de immunkompleks asilarin etkinliginin molekiiler olarak izlendigi temel ¢aligma
Ozelligini tasimaktadir. IBD’ye karst uygulanan canli, rekombinant ve immunkompleks
agilarin etkinlikleri farkli metotlarla izlense de en etkili yontem RT-gPCR olarak
belirtilmistir (Phong vd., 2003; Wu vd., 1992).

Sunulan tez ¢aligmasinda IBD’ye karsi immunkompleks as1 ile asilanan 450.008
broiler civcivde asilama etkinlikleri serolojik, molekiiler ve makroskobik ol¢iimlerle
arastirildi. Broiler civeivlerin ¢ikimlar: farkli iki kulugkada gergeklesti ve farkli iki cografi

bolgelerde yer alan 10 adet kiimese sevk edildi. Civcivler 7 farkli damizlik orijinine aitti.

Farkli iki kulugkahanede derialti uygulanan asinin enjeksiyon basarilar1 %97,36 ile
%98,25 olarak bulundu. Her iki kulugkahanenin enjeksiyon basarisinin birbirine benzer
oldugu dikkati ¢ekti. Elde edilen sonucun as1 {iretici firmanin belirttigi deri alt1 enjeksiyonu

basar1 hedefine (%98) oldukc¢a yakin oldugu goriildi.
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Sunulan tez caligmasinda elde edilen makroskobik analiz bulgularina gore
asilamadan sonraki 28. giinde bursametreyle dlgiilen bursa Fabricius numunelerinin ortalama
skorlar1 kiimesler arasinda 5 ile 6,2 arasinda degisti. Tiim kiimeslerin ortalamasi ise 5,54
olarak saptandi. Camilotti vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada immunkompleks asili siiriilerin
bursal skorunu asilamadan sonraki 28. giinde 3 ila 4 arasinda bulmustur. Bu bulgunun
sunulan tez ¢aligmasinda elde edilen bulgulardan daha diisiik oldugu goriildii. Nishizawa vd.
(2022)’de imunkompleks asida bulunan asi susunun bursa Fabricius fiizerinde etkisini
arastirmiglar ve asilamadan sonra 28. giinde bursal skoru 4,88 olarak saptamiglardir. Bu
calisma bulgusunun da sunulan tez ¢alismasindan elde edilen sonuca gore daha diisiik oldugu
dikkati ¢ekti. Bu bulgular arasindaki farklilik, civcivlerde maternal antikor diizeylerinin

farkli olmasi ile agiklanabilir.

Asilamadan sonraki 28. giinde bursa Fabricius agirliklarinin viicut agirliklarina orani
ortalamalar1 kiimesler arasinda 0,13 ila 0,2 arasinda dalak agirliklarinin viicut agirliklarina
oraninin ortalamalar1 kiimesler arasinda 0,04 ila 0,07 arasinda degistigi bulundu. Cazaban
vd. (2015) hi¢c IBD asis1 yapilmamig broiler siiriilerde bursa Fabricius agirliklarini viicut
agirliklarina oranlamislar ve saglikli bursa Fabricius/viicut agirligi oraninin tiim yaslarda
0,11’den diisiik olmamas1 gerektigini belirtmislerdir. Raji vd. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada
eger bursa Fabricius/canli agirlik orami 0,7’den biiyiikse bursal hasarin bulunmadigini
bildirmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda elde edilen bulgular agilama ve ag1 susunun bursal
deplesyona ve B hiicreler iizerinde olumsuz bir etkiye neden olmadigini1 gosterdi Lupini vd.
(2020) immunkompleks asimnin da iginde bulundugu ii¢ farkli asinin bursa Fabricius/canl
agirlik oranin kiyaslamiglar ve immunkompleks asilt siirtilerin oranini 0,1 ila 0,15 arasinda
bulmuslardir. Bu bulgu sunulan tez calismasindan elde edilen bulgular1 desteklemektedir.
Arshad vd. (2019) immunkompleks as1 ile asilanan siiriilerde asilamadan sonraki 28. giinde
bursa Fabricius agirliklarii/viicut agirligina oranlamiglar ve orani 0,15 olarak saptamislardir.
Bu calismadan elde edilen bulgu da sunulan tez ¢aligmasiyla ortiismektedir. Nishizawa vd.
(2022)’de immunkompleks as1 susunun bursal deplesyona sebep olup olmadigini
aragtirmiglar ve c¢alismasinda bursa Fabricius/viicut agirhg orammi 0,13  olarak
saptamiglardir. Bu ¢alismada ortaya koyulan sonucun sunulan tez ¢alismasinda elde edilen
sonugla paralellik gosterdigi goriildii. Corley vd. (2001) immunkompleks asili siiriilerde
bursa Fabricius’un viicut agirligina oranini 0,9 olarak bulmusladir. Bu sonucun sunulan tez
calismasindan elde edilen bulgulardan daha diisiik oldugu dikkati ¢ekti. Haddad vd. (1997)
yaptiklart ¢aligmada hayvanlari immunkompleks agi ile asilamislar, bursa Fabricius/viicut

agirligin hesaplamiglar ve asilamadan sonraki 31. giinde oran1 0,81 olarak bulmuslardir. Bu
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sonucun sunulan tez ¢aligmasinda elde edilen bulgulardan daha diisiik oldugu goriildii. Bu
farkliliklarin degisik maternal antikor diizeyleri ve asi suslarimin hedef organa ulagma

stiresinden kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Sunulan tez calismasinda broiler besi performans bulgularin degerlendirildiginde
kiimesler arasinda Oliim oranlar1 %3,6 ile %8,9 arasinda EPEF indeksleri ise 348 ile 413
arasinda degisti. Tiim siiriilerin genel 6liim ortalamas1 5,71 ve EPEF ortalamalar1 376 olarak
bulundu. Ray vd. (2021) IBD’ye kars1 uygulanan igerisinde immunkompleks asinin da
bulundugu farkl agilarin broiler besi performansina etkisini arastirmislar ve immunkompleks
as1 agilanan siiriiniin EPEF indeksini 366, 6 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismayla sunulan tez
calismasindan elde edilen bulgular benzer bulundu.

Civcivlerin maternal antikor titrelerinin 5.600 ile 10.350 arasinda degistigi ELISA
ile saptandi. Bu bulgu kiimesler arasinda maternal antikorlarin olduk¢a degisken oldugunu
gosterdi. Haddad vd. (1997) yaptiklart ¢aligmada farkli broiler siiriilerde ELISA ile
saptadiklar1 maternal antikor seviyelerini <3.000 diisiik, 3.000-5.000 orta diizey maternal
antikor >5.000 yiiksek diizey maternal antikor olmak iizere ti¢ gruba ayirmis ve farkh
maternal antikor seviyelerinin IBD asilamalarimi etkiledigini belirtmislerdir. El-Kady vd.
(2008) yaptiklar1 ¢alismada tavuklarin IBD maternal antikorlarinin yarilanma giinlerini
aragtirmiglar ve siriilerin maternal antikorlarmimn 4596 ile 5449 arasinda degistigini
bulmuslardir. Ashraf vd. (2006) broiler civcivlerde yaptiklari 0. giin indirekt ELISA’da
maternal antikorlar1 4.527 ile 17.487 arasinda degistigini ortaya koymuslardir. Tiirkiye’de
yapilan calismalarda ise Yilmazlar (2006) 53.040 adet Ross 308 broiler civcivin maternal
antikor titresini 6.198 olarak bulmustur. Bildir (2008) {i¢ adet yumurtaci siiriide maternal
antikorlart ELISA ile arastirmis ve striilerin maternal antikorlarimi1 4167, 4565 ve 5197
olarak bulmustur. Tez ¢alismasinda elde edilen maternal antikor bulgular1 yazili literatiirde

yer alan diger ¢alismalarda ortaya koyulan sonuglarla benzer bulundu.

Kimesler arasinda maternal antikorlarin hizla yarillandigi ve 21. giinde tiim
kiimeslerde antikor seviyelerinin en diisiik diizeyde oldugu saptandi. Kesim agamasina kadar
antikor seviyelerinin arttigr goriildii. Tiim kiimeslerin maternal antikorlarinin ortalamasi
8.131, asilamadan sonraki 21. giinde tiim kiimeslerin ortalamas1 360 ve kesim yasinda tiim
kiimeslerin ortalamas1 6.926 olarak bulundu. Elde edilen bulgulara gére maternal antikor
titresi en yiiksek olan kiimeste maternal antikorlarin yarilanma siiresine bagli olarak kesim

asamasinda en disiik asilama sonrasi antikor seviyesi olustugu, maternal antikorlar1 en diisiik
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olan kiimeste ise maternal antikorun daha hizli yarilanarak kesim agamasinda en yiiksek
asilama sonras1 maternal antikor seviyelerinin olustugu dikkati ¢ekti. Bu bulgular maternal
antikorlarin  immunkompleks asilarda asilamadan sonra olusacak antikor seviyelerini
etkiledigini gosterdi. Charoenvisal vd. (2022) immunkompleks asilarin etkinligi incelemisler
ve antikor seviyesinin agilamadan sonraki 21-25. giinlerde en diisiik diizeyde oldugunu daha
sonra 45. giine kadar arttigini belirtmislerdir. El-Fetouh vd. (2020) Maternal antikoru
bulunmayan SPF broiler hayvanlara 1. giin immunkompleks asi uygulamiglar ve farkli
haftalarda kan serumu alarak ELISA ile asilama sonrasi antikor seviyelerini izlemislerdir. Bu
calismada arastiricilar maternal antikoru bulunmayan hayvanlarda asilamadan hemen sonra
antikor seviyelerinin arttigi ve bu artisin hayvan yasina bagl olarak devam ettigini
gormiiglerdir. Sedeik vd. (2019) calismasinda yiiksek maternal antikor seviyelerine sahip
broiler siiriilerde immunkompleks, canli as1 ve vektdr asilarin asilamalardan sonra antikor
seviyelerini arastirmiglar ve 21. giinliik yasta antikor seviyelerinin en disik diizeyde
oldugunu ve kesim agamasina kadar antikor seviyelerinin arttigini bulmuslardir. Cazaban vd.
(2018) calismasinda ise diisiik maternal antikor seviyelerine sahip 198.400 adet broilerde
immunkompleks asilarin etkinliklerini serolojik olarak kontrol etmislerdir. Antikor
seviyelerinin 21. glinde artmaya bagladigin1 ve kesime kadar arttigin1 belirtmiglerdir. Muniz
vd. (2018) yiiksek ve diisiik maternal antikor seviyesine sahip siiriilerde immunkompleks
astyla asilanan broiler hayvanlar1 serolojik olarak takip etmislerdir. Calismada yiiksek
maternal antikor seviyesinin asilamadan sonraki 21. giinde tamamen yarilandigi ve kesim
yasina kadar antikor seviyesinin arttig1 saptanmistir. Diisiik maternal antikor seviyesine sahip
hayvanlarda ise agilamadan sonra 21. giinden daha erken yarilandig1 ve kesime kadar arttig1
belirtilmigtir. Ayrica yiiksek maternal antikor seviyesine sahip siiriilerin kesim yasinda daha
diisiik, disiik maternal antikor seviyesine sahip hayvanlarda da daha yiiksek antikor
seviyesine sahip oldugu belirtimistir. Ray vd. (2021) yaptiklar1 ¢alismada igerisinde
immunkompleks asinin da bulundugu asilarin antikor seviyelerini karsilastirmis ve
immunkompleks asili hayvanlarin asilamadan sonraki 21. giinde en diisiik seviyede oldugu
daha sonra ise antikor seviyelerinin artarak kesim asamasinda en yiiksek diizeye ulagtigini
belirtmiglerdir. Sunulan tez calismasinda elde edilen serolojik analiz bulgulart yazih
literatiirden saglanan bulgularla benzerlik gosterdi. Ancak yapilan yazili literatiir
taramalarinda saha kosullarinda sunulan tez ¢alismasi kadar farkli maternal antikor titresine

sahip striilerin kullanildig1 ¢alismalara rastlanilmadi.

Yapilan molekiiler analizlerde higbir siiriide asilamadan sonraki 7. giinde bursa
Fabricius’ta as1 susu saptanmadi. Dalakta ise asilamadan sonraki 7. giinde iki adet siiriide as1

susu saptandi. Bu sonug as1 susunun once dalaga, dalagin ardindan bursa Fabricius’a
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ulastigimi gosterdi. Yapilan analizde 14. giinde bursa Fabricius’ta sadece bir adet kiimeste as1
susu saptanirken bu kiimesin en diisiik maternal antikora sahip oldugu dikkati cekti. Diger
kiimeslerde asilamadan sonraki 21. giinde as1 susunun bursa Fabricius’a ulagmaya bagladigt
ve burada ¢ogalarak antikor yaniti olusturdugu saptandi. Asi susunun bursa Fabricius’a
ulagtigi zaman ile maternal antikorlarin yarilandigi zamanmin birbirine yakin oldugu
diistintildii. Strti yasimin artigiyla birlikte bursa Fabricius’ta a1 susunun RT-gPCR ile
saptanabilirliginin arttig1 saptandi. Dalakta ise agilamadan sonraki 14. giinde tiim kiimeslerde
as1 susu saptandi. Ancak kesime kadar asilamadan sonraki 28. giinde en yiiksek seviyeye
ulastig1 ve kesim agsamasinda ise diisiik seviyelerde oldugu goriildii. Elde edilen bu bulgu, as1
susunun dalaktan bursa Fabricius’a gog ettigini diisiindiirdii. Dalakta kesim asamasinda asi
susunun saptanabilirliginin en yiiksek oldugu kiimesin maternal antikorunun da en yiiksek
oldugu goriildii. Bu sonu¢ maternal antikoru yiiksek olan kiimeslerde dalaktan bursa
Fabricius’a as1 susunun daha gec goc ettigini gosterdi. Ivan vd. (2005) kulugkada deri alti
yolla immunkompleks as1 ile asilanan broiler siiriilerde asilamadan sonra farkli zamanlarda
as1 susunun farkli dokularda saptanabilirligini RT-gPCR ile incelemisler ve asilamadan
sonraki 14. giinde maternal antikorlar1 bulunmayan SPF hayvanlarin bursa Fabricius’larinda
as1 susunu saptamaya baslamiglardir. Maternal antikora sahip hayvanlarda ise 17. giinde as1
susunu bursa Fabricius’ta teshis etmisler ve kesim yasmma kadar asi susunun bursa
Fabricius’ta artarak ¢ogaldigini gostermiglerdir. Dalakta ise as1 susunu saptayamamislardir.
Asilamadan sonraki 14. giinde bursa Fabricius’ta asi susunun saptanabilmesi sunulan tez
calismastyla ortligiirken dalakta as1 susunun saptanamamasi sunulan tez ¢aligmasiyla uyumlu
degildir. Jeurissen vd. (1998) Immunkompleks asiyla asilanan hayvanlarda asilamadan
sonraki giinlerde as1 susunu bursa Fabricius ve dalakta saptamaya yonelik yaptiklart
analizlerde asilamadan sonraki 7. giinde bursa Fabricius ve dalakta asi susunu saptamaya
baslamislar siirli yas1 arttikca saptamaya devam etmislerdir. Corley vd. (2002) maternal
antikoru bulunmayan SPF hayvanlara immunkompleks asiyr yumurta igine enjeksiyonla
uygulamiglardir. As1 susunu bursa Fabricius ve dalakta teshisine yonelik ¢alismalar yapmis
ve as1 susunun asilamadan sonraki 6. ginde hem bursa Fabricius ve hem de dalakta
saptamiglardir. Yapilan bu iki ¢alisma ile sunulan tez ¢alismasinin sonuglari benzer olsa da
yapilan c¢alismalarda yumurta igine enjeksiyon yapilmis ve dokularda daha erken asi susu
tespit edilmistir. Sharma vd. (1984) yumurta icine enjeksiyon asilar ile kulucka asilamalarim
karsilagtirmiglar ve yumurta icine asilama yapildiginda viriis partikiillerinin hedef organlara
daha yiiksek miktarlarda ve daha erken ulastiginm belirtmislerdir. Elankumaran vd. (2002)
bursa Fabricius’ ta asilamadan dort hafta sonra as1 susunu saptamiglardir. Bu bulgu sunulan

tez calismasiyla benzer bulunmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda Infeksiydz Bursal Hastalia karsi uygulanan
immunkompleks agilarin etkinligi ortaya konulmustur. As1 etkinligi kulucka enjeksiyon
uygulama basarisi, serolojik analizler, molekiiler analizler, makroskobik 6l¢ciimler ve broiler
besi performans verileriyle arastirilmistir. Tiim bu analizler g6z oniinde bulunduruldugunda
sunulan tez ¢alismasi Infeksiydz Bursal Hastaliga kars1 uygulanan immunkompleks agilarimn
etkinliginin izlendigi Tirkiye’de temel ¢alisma olmustur. Sunulan tez ¢alismasinda elde
edilen bulgular degerlendirilerek ortaya konulan sonug¢ ve Oneriler asagida maddeler halinde

sunulmustur.

1. Elde edilen kulugckahane enjeksiyon uygulama basaris1 degerlendirildiginde; bu
uygulamanin direkt olarak asilama etkinligini etkileyen bir islem oldugu
gbzlenmis Ve enjeksiyon basar1 kontrollerinin kuluckahanelerde mutlaka

yapilmasi gerektigi kanisia varilmigtir.

2. Makroskobik olgiimler sonucu elde edilen bulgulara gore bursa Fabricius/viicut
agirlign oranmi ve bursal skorlamalar fizyolojik gelisim sonuglariyla paralellik
gosterdi. Bu sonug as1 susunun bursa Fabricius ve dalaga ulagarak ¢ogalmasina
ragmen herhangi bir bursal deplesyon ve B hiicre sayisinda azalmaya neden
olmadigim gosterdi. Dolayisiyla asmin  immunsupresyon olgusuna neden

olmadig diisiiniildii.

3. Broiler performans bulgulari incelendiginde kiimesler arasinda degisiklik
gbzlenmesi nedeniyle farkli maternal antikor titreleri, immun sistem organlarinda
as1 susunun varligr ve immun sistem organlarinin boyutlartyla direkt olarak

baglantili olmadig1 kanisina varildi.

4. Yapilan serolojik analizlerde asilamadan sonraki 21. giin itibariyle maternal
antikorlarin tamamen yarilandig1 ve asilamadan sonra olusan antikor yanitin bu
giinlerde basladig1 tespit edildi. Asilamadan sonraki 21. giinde olugsmaya baslayan
antikor yanitin siiriilerin kesim yasina kadar arttif1 ve kesim yasinda en yiiksek
seviyelere ulastigi goriildii. Ayrica kiimesler arasinda farkli maternal antikor
diizeylerinin kiimeslerdeki antikor yaniti etkiledigi diisiiniildii. Yiiksek maternal

antikor titresine sahip kiimeslerde antikor yanitin daha ge¢ basladigi ve buna
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bagl olarak kesim yasinda daha diisiik seviyede antikor yanit olustugu dikkati
¢ekti. Bu durumun tam tersi de sunulan tez g¢alismasinda dogrulandi. Diisiik
maternal antikor titresine sahip kiimeslerde antikor yanitin daha erken basladigi

ve kesim yasinda daha yiiksek antikor seviyelerine ulastigi goriildii.

Elde edilen molekiiler analiz bulgularina goére erken déonemde bursa Fabricius’ta
as1 susu saptanamazken dalakta daha erken donemde as1 susu saptandi. Bu bulgu
as1 susunun Once dalaga ulastigini, ardindan bursa Fabricius’a go¢ ettigini
gosterdi. Kesim yasina kadar bursa Fabricius’ta as1 susu saptanabilirligi artarken
dalakta agilamadan sonraki 28. giinde as1 susunun saptanabilirligi kesim yagina
kadar azaldig1 goriildii. Bu bulgu as1 susunun ilerleyen yaslarda tamamen dalagi
terk ettigi ve bursa Fabricius’a yerlestigi saptandi. Bu sonug¢lar immunkompleks
asilama etkinligi arastirmalarinda erken donemde dalak ilerleyen yaslarda ise
bursa Fabricius numunesinin RT-qPCR ile incelenmesinin olumlu sonuglar

verecegini gosterdi.

. Molekiiler ve serolojik bulgular karsilagtirmalar1 degerlendirildiginde erken
donemde bursa Fabricius’ta RT-qPCR ile as1 susunuin saptandigi kiimesin
maternal antikor seviyesi incelendiginde en diisiik seviyeye sahip oldugu goriildii.
Bu sonug diigiik maternal antikor seviyelerine sahip kiimeslerde as1 susunun bursa
Fabricius’a daha erken ulastigin1 gosterdi. Maternal antikor seviyeleri yiiksek
olan kiimeslerde de as1 susunun organlara gog¢ii daha ge¢ olmaktaydi. Bu sonuglar
immunkompleks agilarin diisiik ve yiliksek maternal antikor seviyelerinde farkli

antikor yanit olusturdugunu gosterdi.

7. IBD’ye kars1 uygulanacak immunkompleks asilarin etkinliklerinin izlenmesinde
RT-gPCR testinin olduk¢a net sonuglar verdigi goriildi. Ancak siiriilerin
maternal antikor diizeylerinin bilinmesinin asidan beklenilen hedefin
anlasilmasinda 6nemli oldugu ispatlandi. Maternal antikor titrelerinin serolojik
olarak takibinden sonra elde edilen bulgulara gore kiimeslerde asilama
etkinliginin izlenmesi ig¢in en uygun siiri yast ve kullanilacak organlarimn

seciminin planlanmasi agilama etkinliginin izlenebilirligini kolaylagtiracaktir.

8. Asilama basarisimin RT-gPCR ile kontroliiniin maternal antikor seviyesine goére

28. giine ilave olarak 21. giinde de yapilmasinin uygun olacag diistiniildd.
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9. Immunkompleks asilarin etkinligi izlenmek istiyorsa aym1 hayvana ait hem
bursa Fabricius hem de dalak numunesinde as1 susunun varliginin es zamanl

olarak RT-gPCR ile izlenmesi 6nerilmektedir.

10. Ayrica asilamadan sonraki 28. giinde kiimesi temsilen belli sayida hayvanin
bursal skorlanmasinin yapilmast ve bulgularin molekiiler analiz bulgulariyla
karsilastirmas1 da asinin izlenmesinde kullanilabilecek bir diger metot olarak

diistintilmektedir.

Asilama programlarin diizenlenmesi, hedef antikor seviyelerinin olusturulmas,
saha viriisiine kars1 olusabilecek tehlikelerin erken dénemde farkina varilmasi ve siiriilerin
hastaliga bagli kayiplarmin 6nlenmesi agisindan immunkompleks asi ile asilanan broiler
stiriilerde asilama etkinliginin izlenmesi olduk¢a Onemli olmaktadir. Kiimeslerin agilama
etkinliklerinin izlenmesinde farkli maternal antikor seviyelerinin belirlenerek asi suslarmin
gbc ettigi organlar RT-qPCR analizleri olduk¢a iyi sonuglar vermektedir. Hastalik
kontroliiniin ekonomik boyutunun belirlenmesi igin ilave c¢alismalar yapilarak, kanath

endiistrisine ekonomik etkisinin anlagilmasi 6nemli olacaktir.

45



KAYNAKLAR

Akan, M. (2002). Kanatl hayvan hastaliklari. Medisan yaymevi: Ankara.izgiir M. (ed).

Aliy, A., Shiferaw, S., Shegu, D., Senbeta, B., Guyassa, C., & Bulbula, A. (2020). Diagnostic
Techniques Of Infectious Bursal Disease Virus: A Review. Life Sci, 17(6), 1-16.
https://doi.org/10.7537/marslsj170620.01.

Ao, X. & Kim, I.H. (2020). Effects of dietary lipid sources on growth performance and carcass traits
in Pekin ducks. Poult Sci 99(1), 499-504. https://doi.org/10.3382/ps/pez558

Arshad, RW., Aslam, A., Imran, M.S., Ashraf, K. & Akhtar, R. (2019). Comparative evaluation of
live vector, immune complex and intermediate plus vaccines of infectious bursal disease in
broiler chicken. Pak J Zool, 51(5), 1837-
1841. http://dx.doi.org/10.17582/journal.pjz/2019.51.5.1837.1841

Ashraf, S., Abdel-Alim, G. & Saif, Y.M. (2006). Detection of antibodies against serotypes 1 and 2
infectious bursal disease virus by commercial ELISA kits. Avian Dis, 50(1), 104-
109. https://doi.org/10.1637/7436-090805R.1

Bayliss, C.D., Peters, R.W., Cook, J.K., Reece, R.L., Howes, K., Binns, M.M. & Boursnell, M.E.G.
(1991). A recombinant fowlpox virus that expresses the VP2 antigen of infectious bursal
disease virus induces protection against mortality caused by the virus. Arch. Virol, 120(3-4),
193-205. https://doi.org/10.1007/bf01310475

Bilir, A. (2008). Yumurtaci tavuklarda Infectious Bursal Disease’e (IBD) karsi uygulanan asilama
programlarimin  karsilagtiridmasi. [Yiksek Lisans Tezi]. Afyon Kocatepe Universitesi,
Afyon.

Bottcher, B., Kiselev, N.A., SteI’mashchuk, V.Y., Perevozchikova, N.A., Borisov, A.B. & Crowther,
R.A. (1997). Three-dimensional structure of infectious bursal disease virus determined by
electron cryomicroscopy. Virol J,71(1), 325-330. https://doi.org/10.1128/jvi.71.1.325-
330.1997

Camilotti, E., Moraes, L.B.D., Furian, T.Q., Borges, K.A., Moraes, H.L.D.S. & Salle, C.T.P. (2016).
Infectious bursal disease: pathogenicity and immunogenicity of vaccines. Braz. J. Poult
Sci, 18, 303-308. https://doi.org/10.1590/1806-9061-2015-0148

Cao, Y., Shi, Q., Ma, J., Xie, Q. & Bi, Y. (2005). Vaccination against Very Virulent Infectious Bursal
Disease Virus Using Recombinant T4 Bacteriophage Displaying Viral Protein VP2. Acta
Biochim Biophys Sin, 37(10), 657-664. https://doi.org/10.1111/].1745-7270.2005.00101.x

Cazaban, C., Masferrer, N.M., Pascual, R.D., Espadamala, M.N., Costa, T. & Gardin, Y. (2015).
Proposed bursa of fabricius weight to body weight ratio standard in commercial
broilers. Poult Sci J, 94(9), 2088-2093. https://doi.org/10.3382/ps/pev230

Cazaban, C., Swart, WBF., Rietema, RMW., Wit, J., Palya, V. & Gardin, Y. (2018). Field assessment
of an immune-complex infectious bursal disease vaccine in chicks born to non-

46


https://doi.org/10.3382/ps/pez558
http://dx.doi.org/10.17582/journal.pjz/2019.51.5.1837.1841
https://doi.org/10.1637/7436-090805R.1
https://doi.org/10.1128/jvi.71.1.325-330.1997
https://doi.org/10.1128/jvi.71.1.325-330.1997
https://doi.org/10.1590/1806-9061-2015-0148
https://doi.org/10.3382/ps/pev230

hyperimmunized broiler breeders. Int J Vet Sci Anim Husb,, 6,
302. http://dx.doi.org/10.15744/2348-9790.6.302

Charoenvisal, N., Areeraksakul, P., Mah, C.K. & Sirikobkul, N. (2022). Efficacy of immune complex
infectious bursal disease vaccines against very virulent infectious bursal disease virus
challenge in  commercial layer chicken. Thar J Vet  Med, 52(3), 591-
600. https://doi.org/10.56808/2985-1130.3253

Corley, M.M., Giambrone, J.J. & Dormitorio, T. (2002). Evaluation of the immune response and
detection of infectious bursal disease viruses by reverse Transcriptase—Polymerase chain
reaction and Enzyme-Linked immunosorbent assay after in Ovo vaccination of commercial
broilers. Avian Dis, 46(4), 803—-809. https://doi.org/10.1637/0005-2086(2002)046

Corley, M.M., Giambrone, J.J. & Dormitorio, T.V. (2001). Detection of infectious bursal disease
vaccine viruses in lymphoid tissues after in ovo vaccination of specific-pathogen-free
embryos. Avian dis, 897-905.

Cosgrove, A.S. (1962). An apparently new disease of chickens: Avian nephrosis. Avian Dis, 6(3), 385.
https://doi.org/10.2307/1587909

Daci¢, M., Zugié, G. & Petkovié, J. (2008). The effects of a Gumboro disease control program on the
reduction of economic losses. Acta Vet-beograd, 58(1), 53-62.
https://doi.org/10.2298/avb0801053d

Darteil, R., Bublot, M., Laplace, E., Bouquet, J., Audonnet, J. & Riviére, M. (1995). Herpesvirus of
Turkey Recombinant Viruses Expressing Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) VP2
Immunogen Induce Protection against an IBDV Virulent Challenge in Chickens. Virology,
211(2), 481-490. https://doi.org/10.1006/vir0.1995.1430

De Wit, J.J. (2001). Gumboro disease: estimation of optimal time of vaccination by the Deventer
formula. Annual report and proceedings of COST Action, 839, 170-178.

Dey, S., Pathak, D.C., Narayan, R., Maity, H.K. & Chellappa, M.M. (2019). Infectious bursal disease
virus in chickens: prevalence, impact, and management strategies. Vet Med Res, (10)85-97.
https://doi.org/10.2147/vmrr.s185159

Elankumaran, S., Heckert, R.A. & Moura, L. (2002). Pathogenesis and tissue distribution of a variant
strain of infectious bursal disease virus in commercial broiler chickens. Avian dis, 46(1), 169-
176.

El-Fetouh, A., Hafez, M.H., El-Attar, E.R. & Ezzat El-Agamy, M. (2020). Immune-complex
infectious bursal disease virus versus live attenuated vaccines to protect SPF chicken against
very virulent virus challenge. J World's Poult Res, 10(4), 556-
564. http://dx.doi.org/10.36380/jwpr.2020.63

El-Kady, M.F., Dahshan, A.M. & Madbouly, H.M. (2008). Studies on susceptibility of native and
white Lohmann layer chickens breeds to infectious bursal disease virus isolate FY. 97. J Vet
Med Res, 18(1), 110-119. https://doi.org/10.21608/jvmr.2008.77857

Eterradossi, N., Saif, Y.M. (2020). Infectious Bursal Disease. Diseases of poultry, (14)257-283. New

47


http://dx.doi.org/10.15744/2348-9790.6.302
https://doi.org/10.56808/2985-1130.3253
http://dx.doi.org/10.36380/jwpr.2020.63
https://doi.org/10.21608/jvmr.2008.77857

Jersey: Wiley-Blackwell.

Fahey, K.J., Chapman, A.J., Macreadie, I., Vaughan, P., McKern, N.M., Skicko, J.l., Ward, CW. &
Azad, A.A. (1991). A recombinant subunit vaccine that protects progeny chickens from
infectious bursal disease. Avian Pathol, 20(3), 447-460.
https://doi.org/10.1080/03079459108418783

Fahey, K.J., Ermy, K. & Crooks, J. (1989). A Conformational Immunogen on VP-2 of Infectious
Bursal Disease Virus that Induces Virus-neutralizing Antibodies that Passively Protect
Chickens. J Gen Virol, 70(6), 1473-1481. https://doi.org/10.1099/0022-1317-70-6-1473

Fernandez-Arias, A., Risco, C., Martinez, S., Albar, J.P. & Rodriguez, J.F. (1998). Expression of ORF
Al of infectious bursal disease virus results in the formation of virus-like particles. J Gen
Virol, 79 (5), 1047-1054. https://doi.org/10.1099/0022-1317-79-5-1047

Frangois, A., Chevalier, C., Delmas, B., Eterradossi, N., Toquin, D., Rivallan, G. & Langlois, P.
(2004). Avian adenovirus CELO recombinants expressing VP2 of infectious bursal disease
virus induce protection against bursal disease in chickens. Vaccine, 22(17-18), 2351-2360.
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2003.10.039

Gelb, J., Jackwood, D.J., Mundt, E., Pope, C.R., Hein, R., Slacum, G., Harris, J.M., Ladman, B.S.,
Lynch, P.A., Bautista, D., Ruano, J.M. & Troeber, M.M. (2012). Characterization of
Infectious Bursal Disease Viruses lIsolated in 2007 from Delmarva Commercial Broiler
Chickens. Avian Dis, 56(1), 82—89. https://doi.org/10.1637/9842-062411-req.1

Giambrone, J.J., Dormitorio, T. & Brown, T. (2001). Safety and efficacy of in ovo administration of
infectious bursal disease viral vaccines. Avian Dis, 144-148. https://doi.org/10.2307/1593021

Haddad, E.E., Whitfill, C.E., Avakian, A.P., Ricks, C.A., Andrews, P.D., Thoma, J.A. & Wakenell,
P.S. (1997). Efficacy of a novel infectious bursal disease virus immune complex vaccine in
broiler chickens. Avian Dis, 882-889. https://doi.org/10.2307/1592342

Hassanzadeh, M., Hassan, M., Fard, B. & Tooluo, A. (2006). Evaluation of the immunogenisity of
immune complex infectious bursal disease vaccine delivered in ovo to embryonated eggs or
subcutaneously to day-old chickens. Int. J Poult Sci, 5(1), 70-

74. http://dx.doi.org/10.3923/ijps.2006.70.74

Hein, R., Koopman, R., Garcia, M., Armour, N., Dunn, J. R., Barbosa, T. & Martinez, A. (2021).
Review of poultry  recombinant  vector vaccines. Avian Dis.,,  65(3).
https://doi.org/10.1637/0005-2086-65.3.438

Heine, H. & Boyle, D.B. (1993). Infectious bursal disease virus structural protein VP 2 expressed by a
fowlpox virus recombinant confers protection against disease in chickens. Arch Virol, 131(3-
4), 277-292. https://doi.org/10.1007/bf01378632

https://www.woah.org/en/disease/infectious-bursal-disease-gumboro-disease/ (Erigim tarihi:
01.01.2024).

Huang, Z., Elankumaran, S., Yunus, A.S. & Samal, S.K. (2004). A Recombinant Newcastle Disease
Virus (NDV) Expressing VP2 Protein of Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) Protects

48


https://doi.org/10.2307/1593021
https://doi.org/10.2307/1592342
http://dx.doi.org/10.3923/ijps.2006.70.74
http://www.woah.org/en/disease/infectious-bursal-disease-gumboro-disease/
http://www.woah.org/en/disease/infectious-bursal-disease-gumboro-disease/
http://www.woah.org/en/disease/infectious-bursal-disease-gumboro-disease/

against NDV and IBDV. Virol J, 78(18), 10054-10063.
https://doi.org/10.1128/jvi.78.18.10054-10063.2004

Hussein, E.A., Hair-Bejo, M., Liew, P.S., Adamu, L., Omar, A.R., Arshad, S.S., Mohammed, M. &
Ideris, A. (2019). Infectious bursal disease virus tissue tropism and pathogenesis of the
infection in chickens by application of in situ PCR, immunoperoxase and HE staining.
Microb Pathog, (129)195-205. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2019.01.049

Ingrao, F., Rauw, F., Lambrecht, B. & Van Den Berg, T. (2013). Infectious Bursal Disease: A
complex  host-pathogen interaction. Dev Comp Immunol, 41(3), 429-438.
https://doi.org/10.1016/j.dci.2013.03.017

Islam, M.T., Islam, M.N., Khan, M.Z.l. & Islam, M.A. (2013). Comparison of agar gel
immunodiffusion test, immunohistochemsitry and reverse transcription- polymerase chain

reaction for detection of infectious bursal disease virus. Bangladesh J Vet Med, 9(2), 121-
125. https://doi.org/10.3329/bjvm.v9i2.13452

Ivén, J., Velhner, M., Ursu, K., German, P., Mato, T., Drén, C.N. & Mészaros, J. (2005). Delayed
vaccine virus replication in chickens vaccinated subcutaneously with an immune complex
infectious bursal disease vaccine: quantification of vaccine virus by real-time polymerase
chain reaction. Can. J. Vet. Res., 69(2), 135.

Jackwood, D.J. (2004). Recent trends in the molecular diagnosis of infectious bursal disease viruses.
Anim Health Res Rev, 5(2), 313-316. https://doi.org/10.1079/ahr200490

Jackwood, D.J. (2015). Infectious Bursal Disease. Manual of poultry diseases (ss. 215-219). Paris:
AFAS.

Jeurissen, S., Janse, E., Lehrbach, P.R., Haddad, E.E., Avakian, A.P. & Whitfill, C.E. (1998). The
working mechanism of an immune complex vaccine that protects chickens against infectious
bursal disease. Immunol, 95(3), 494-500. https://doi.org/10.1046/j.1365-2567.1998.00617.x

Kumar, K., Singh, K. & Prasad, C.B. (2000). Immune responses to intermediate strain IBD vaccine at
different levels of maternal antibody in broiler chickens. Trop Anim Health Prod, 32(6), 357—
360._https://doi.org/10.1023/a:1005225501513

Lasher, H.N. & Davis, V.S. (1997). History of infectious bursal disease in the U.S.A.--the first two
decades. Avian Dis, 41(1), 11-19.

Latif, 1.K., Majed, H.M and Sahar, H. (2014). Determine the weight of thymus, bursa of Fabricius and
spleen and its ratio to body weight in some diseases of broilers. Mirror of Research in
Veterinary Sciences and Animals (MRVSA), 3(1), 8-14. https://doi.org/10.22428/mrvsa.
2307-8073.2014. 00312.x

Li, Z., Wang, Y., Xue, Y., Li, X, Cao, H. & Zheng, S.J. (2012). Critical role for voltage-dependent
anion channel 2 in infectious bursal disease virus-induced apoptosis in host cells via
interaction with VVP5. J Virol, 86(3), 1328-1338. https://doi.org/10.1128/JV1.06104-11

Liu, M. & Vakharia, V.N. (2006). Nonstructural protein of infectious bursal disease virus inhibits
apoptosis at the early stage of virus infection. Virol J, 80(7), 3369-3377.
https://doi.org/10.1128/jvi.80.7.3369-3377.2006

49


https://doi.org/10.3329/bjvm.v9i2.13452
https://doi.org/10.22428/mrvsa.%202307-8073.2014.%2000312
https://doi.org/10.22428/mrvsa.%202307-8073.2014.%2000312
https://doi.org/10.1128/JVI.06104-11

Liu, Y., Wei, Y., Wu, X. & Yu, L. (2005). Preparation of ChiL-2 and IBDV VP2 fusion protein by
baculovirus expression system. Cell Mol Immunol, 2(3), 231-235.

Lupini, C., Quaglia, G., Mescolini, G., Russo, E., Salaroli, R., Forni, M. & Catelli, E. (2020).
Alteration of immunological parameters in infectious bronchitis vaccinated—specific
pathogen-free broilers after the use of different infectious bursal disease vaccines. Poult Sci
J, 99(9), 4351-4359.

Luque, D., Saugar, I., RodriGuez, J.F., Verdaguer, N., Garriga, D., Martin, C.S., Velazquez-Muriel, J.,
Trus, B. L., Carrascosa, J.L. & Castén, J.R. (2007). Infectious bursal disease virus CaPsiD
assembly and maturation by structural rearrangements of a transient molecular switch. Virol
J, 81(13), 6869-6878. https://doi.org/10.1128/jvi.00077-07

Mahgoub, H.A. (2012). An overview of infectious bursal disease. Arch Virol, 157(11), 2047-2057.
https://doi.org/10.1007/s00705-012-1377-9

Malik, M.W., Ayub, N. & Qureshi, 1.Z. (2006). Passive immunization using purified IgYs against
infectious bursal disease of chickens in Pakistan.J Vet Sci, 7(1), 43-
46. https://doi.org/10.4142%2Fjvs.2006.7.1.43

Martinez-Torrecuadrada, J.L., Saubi, N., Pagés-Manté, A., Caston, J.R., Espufia, E. & Casal, J.I.
(2003). Structure-dependent efficacy of infectious bursal disease virus (IBDV) recombinant
vaccines. Vaccine, 21(23), 3342-3350. https://doi.org/10.1016/s0264-410x(02)00804-6

Mazariegos, L.A., Lukert, P.D. & Brown, J. (1990). Pathogenicity and immunosuppressive properties
of infectious bursal disease “Intermediate” strains. Avian Dis, 34(1), 203.
https://doi.org/10.2307/1591353

Michel, L.O. & Jackwood, D.J. (2017). Classification of infectious bursal disease virus into
genogroups. Arch Virol, 162(12), 3661-3670. https://doi.org/10.1007/s00705-017-3500-4

Moraes, H.L.D.S., Salle, C.T.P., Padilha, A.P., Nascimento, V.P.D., Souza, G.F.D., Pereira, R.A.,
Artencio J.0. & Salle, F.D.O. (2004). Infectious bursal disease: evaluation of pathogenicity
of commercial vaccines from Brazil in specific pathogen free chichens. Braz J Poult Sci, 6,
243-247. http://dx.doi.org/10.1590/S1516-635X2004000400009

Muniz, E.C., Resende, M.S., Silva, A.F.A., Verdi, R., Di Fabio, J. & Bordin, E.L. (2018).
Histopathology and serology reaction to an immune complex infectious bursal disease
vaccine (V877 strain) in SPF and commercial birds. Ars  Vet, 34(2), 69-
76. http://dx.doi.org/10.15361/2175-0106.2018v34n2p69-76

Murphy, F.A., Gibbs, E.P.J., Horzinek, M.C. & Studdert, M.J. (1999). Veterinary virology. Elsevier.

Miiller, H., Mundt, E., Eterradossi, N. & Islam, M.R. (2012). Current status of vaccines against
infectious bursal disease. Avian Pathol, 41(2), 133-139.
https://doi.org/10.1080/03079457.2012.661403

Miiller, H., Schnitzler, D., Bernstein, F., Becht, H., Cornelissen, D. & Liitticken, D. (1992). Infectious
bursal disease of poultry: antigenic structure of the virus and control. Vet Microbiol, 33(1-4),
175-183. https://doi.org/10.1016/0378-1135(92)90045-u

50


https://doi.org/10.4142%2Fjvs.2006.7.1.43
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-635X2004000400009
http://dx.doi.org/10.15361/2175-0106.2018v34n2p69-76

Nishizawa, M., Paulillo, A.C., Bernardino, A., Alessi, A.C., Sayd, S., Okada, L.S.N. & Doretto
Junior, L. (2022). Evaluation of anatomopathological, serological, immunological responses
and protection in broilers vaccinated with live infectious bursal disease vaccines. Arquivos do
Instituto Biologico, 74, 219-226.

Nuradji, H., Adji, R.S. & Besticia, Q.A. (2021). The effect of heat and disinfectants on the viability of
infectious bursal disease virus. BIO Web Conf, 33, 06008.
https://doi.org/10.1051/bioconf/20213306008

Orakpoghenor, O., Oladele, S.B. & Abdu, P.A. (2020). Infectious bursal disease: transmission,
pathogenesis, pathology and control - An overview. Worlds Poult Sci J, 76(2), 292-303.
https://doi.org/10.1080/00439339.2020.1716652

Phong, S.F., Hair-Bejo, M., Omar, A.R. & Aini, I. (2003). Sequence analysis of Malaysian infectious
bursal disease virus isolate and the use of reverse transcriptase nested polymerase chain
reaction enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of VP2 hypervariable
region. Avian Dis, 47(1), 154-162

Raji, A.A., Mohammed, B., Oladele, S.B., Saidu, L., Jibril, A.H. & Cazaban, C. (2017). Bursa body
index as a visual indicator for the assessment of bursa of Fabricius. J Vet Med Anim
Health, 9(2), 32-38. https://doi.org/10.5897/JVMAH2016.0456

Rautenschlein, S., Kraemer, C., Vanmarcke, J. & Montiel, E. (2005). Protective efficacy of
intermediate and intermediate plus Infectious bursal disease virus (IBDV) vaccines against
very virulent IBDV in commercial broilers. Avian Dis, 49(2), 231-237.

https://doi.org/10.1637/7310-112204r

Rautenschlein, S., Yeh, H. Y. & Sharma, J.M. (2002). The role of T cells in protection by an
inactivated infectious bursal disease virus vaccine. Vet. Immunol. Immunopathol, 89(3-4),
159-167. https://doi.org/10.1016/S0165-2427(02)00202-7

Ray, S.M., Ashash, U. & Muthukumar, S. (2021). A field study on the evaluation of day-of-hatch and
in grow-out application of live infectious bursal disease virus vaccine in broiler
chickens. Poult Sci, 100(8), 101252. https://doi.org/10.1016/j.psj.2021.101252

Rosenberger, J.K., Cloud, S.S. & Metz, A. (1987). Use of infectious bursal disease virus variant
vaccines in broilers and broiler breeders, In Proceedings of the 36 ™ Poultry Diseases
Conference, 105 — 109. Davis, California, USA.

Rosenberger, J.K., Saif, Y.M. & Jackwood, D.J. (2008). Infectious Bursal Disease. A laboratory
manual for the isolation and identification of avian pathogens, (5)188-189. Athens:
American Association of Avian Pathologists.

Sareyyiipoglu, B. & Akan, M. (2006). Restriction fragment length polymorphism typing of infectious
bursal disease virus field strains in Turkey. Avian Dis, 50(4), 545-549. https://doi:
10.1637/7524-030606R1.1.

Schijns, V.E., Sharma, J.M. & Tarpey, 1. (2008). Practical aspects of poultry vaccination. In Elsevier
eBooks (pp. 373-393). https://doi.org/10.1016/b978-012370634-8.50023-8

Sedeik, M.E., EI-Shall, N.A., Awad, A.M., Abd El-Hack, M.E., Alowaimer, A.N. & Swelum, A A.
(2019). Comparative evaluation of HVT-IBD vector, immune complex, and live IBD
vaccines against vwIBDV in commercial broiler chickens with high maternally derived

51


https://doi.org/10.5897/JVMAH2016.0456
https://doi.org/10.1016/S0165-2427(02)00202-7
https://doi.org/10.1016/j.psj.2021.101252

antibodies. Animals, 9(3), 72. https://doi.org/10.3390%2Fani9030072

Sharma, J.M., Kim, 1.J., Rautenschlein, S. & Yeh, H.Y. (2000). Infectious bursal disease virus of
chickens: pathogenesis and immunosuppression. Dev. Comp. Immunol, 24(2-3), 223-235.
https://doi.org/10.1016/s0145-305x(99)00074-9

Sharma, J.M., Lee, L. F. & Wakenell, P.S. (1984). Comparative viral, immunologic, and pathologic
responses of chickens inoculated with herpesvirus of turkeys as embryos or at hatch. Am J
Vet Res, 45(8), 1619-1623.

Singh, J.,, Banga, H.S., Brar, R.S., Singh, N., Sodhi, S.S. & Leishangthem, G.D. (2015).
Histopathological and immunohistochemical diagnosis of infectious bursal disease in poultry
birds. Vet World, 8(11), 1331-1339. https://doi.org/10.14202/vetworld.2015.1331-1339

Stoute, S.T., Jackwood, D.J., Sommer-Wagner, S.E., Cooper, G.L., Anderson, M.L., Woolcock, P.R.
& Charlton, B. R. (2009). The diagnosis of very virulent infectious bursal disease in
California pullets. Avian Dis, 53(2), 321-326. https:// doi: 10.1637/8684-030909-Case.1.

Taghavian, O., Spiegel, H., Hauck, R., Hafez, H.M., Fischer, R. & Schillberg, S. (2013). Protective
oral vaccination against infectious bursal disease virus using the major viral antigenic protein
VP2 produced in Pichia pastoris. PLoS One, 8(12), €83210.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0083210

Tang, N., Zhang, Y., Shen, Z., Yao, Y. & Nair, V. (2021). Application of CRISPR-CAS9 editing for
virus engineering and the development of recombinant viral vaccines. CRISPR J, 4(4), 477—
490. https://doi.org/10.1089/crispr.2021.0017

Teshome, M., Fentahunand, T. & Admassu, B. (2015). Infectious bursal disease (Gumboro disease) in
Chickens. Br Poult Sci, 4(1), 22-28. https://10.5829/idosi.bjps.2015.4.1.95172

Tsukamoto, K., Saito, S., Saeki, S., Sato, T., Tanimura, N., Isobe, T., Mase, M., Imada, T., Yuasa, N.
& Yamaguchi, S. (2002). Complete, Long-Lasting Protection against Lethal Infectious
Bursal Disease Virus Challenge by a Single Vaccination with an Avian Herpesvirus Vector
Expressing VP2 Antigens. Virol J, 76(11), 5637-5645.
https://doi.org/10.1128/jvi.76.11.5637-5645.2002

Tsukamoto, K., Tanimura, N., Kakita, S., Ota, K., Mase, M., Imai, K. & Hihara, H. (1995). Efficacy
of Three Live Vaccines against Highly Virulent Infectious Bursal Disease Virus in Chickens
with or without Maternal Antibodies. Avian Dis, 39(2), 218. https://doi.org/10.2307/1591863

Tiire, O. & Coven, F. (1999). Isolation and Serological Characterization of Highly Virulent Viruses
FromInfectious Bursal Disease Outbreaks in Turkey. Turkish J Vet Anim Sci, 23(3), 243-254.

Vakharia, V.N., He, J., Ahamed, B. & Snyder, D.B. (1994). Molecular basis of antigenic variation in
infectious bursal disease virus. Virus Res, 31(2), 265-273. https://doi.org/10.1016/0168-

1702(94)90009-4

Vakharia, V.N., Snyder, D.B., He, J., Edwards, G.H., Savage, P.K. & Mengel-Whereat, S.A. (1993).
Infectious bursal disease virus structural proteins expressed in a baculovirus recombinant
confer protection in chickens. J Gen Virol, 74(6), 1201-1206. https://doi.org/10.1099/0022-
1317-74-6-1201

52


https://doi.org/10.3390%2Fani9030072
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0083210

Van den Berg, T. (2008). Birnaviridae. Poultry diseases 6th ed. (ss. 359-366). Philadelphia: Elsevier.

Van Den Berg, T.P. (2000). Acute infectious bursal disease in poultry: A review. Avian Pathol, 29(3),
175-194. https://doi.org/10.1080/03079450050045431

Wang, X.Y., Wang, B. & Wen, Y.M. (2019). From therapeutic antibodies to immune complex
vaccines. NPJ Vaccines, 4(1), 2. http://dx.doi.org/10.1038/s41541-018-0095-z

Whitfill, C.E., Haddad, E.E., Ricks, C.A., Skeeles, J.K., Newberry, L.A., Beasley, J.N., Andrews, P.,
Thoma, J.A. & Wakenell, P.S. (1995). Determination of Optimum Formulation of a Novel
Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) Vaccine Constructed by Mixing Bursal Disease
Antibody with IBDV. Avian Dis, 39(4), 687. https://doi.org/10.2307/1592404

Withers, D.R., Young, J.R. & Davison, T. (2005). Infectious Bursal Disease Virus-Induced
Immunosuppression in the Chick Is Associated with the Presence of Undifferentiated
Follicles in  the Recovering Bursa. Viral Immunol, 18(1), 127-137.
https://doi.org/10.1089/vim.2005.18.127

Wu, C.C., Lin, T.L., Zhang, H.G., Davis, V.S. & Boyle, J.A. (1992). Molecular detection of infectious
bursal disease virus by  polymerase  chain  reaction. Avian  Dis,  221-
226. https://doi.org/10.2307/1591494

Wu, H., Singh, N.K., Locy, R.D., Scissum-Gunn, K. & Giambrone, J.J. (2004). Immunization of
Chickens with VP2 Protein of Infectious Bursal Disease Virus Expressed in Arabidopsis
thaliana. Avian Dis, 48(3), 663-668. https://doi.org/10.1637/7074

Wyeth, P. & Chettle, N. (1990). Use of infectious bursal disease vaccines in chicks with maternally
derived antibodies. PubMed, 126(23), 577-578.

Yilmazlar, M. (2006). Broyler piliclerde Gumboro asilamalarinin ELISA ile antikor seyrinin takibi
[Yiiksek Lisans Tezi]. Adnan Menderes Universitesi, Aydin.

Zorman Rojs, O., Krapez, U., Slavec, B., Jursi¢-Cizerl, R. & Poljanec, T. (2011). Field efficacy of
different vaccines against infectious bursal disease in broiler flocks. Acta Vet Hun, 59(3),
385-398. https://doi.org/10.1556/avet.2011.016

53


https://doi.org/10.1080/03079450050045431
http://dx.doi.org/10.1038/s41541-018-0095-z
https://doi.org/10.2307/1592404
https://doi.org/10.2307/1591494
https://doi.org/10.1556/avet.2011.016

EKLER

Ek-1. Etik Raporu

g nE
ANKARA US| VERSITESE REKTORLOGD
L Blavvan Dene leri Yerel Lilk Kurul

HAVVAN PENEVLERE VEREL ETIK KURULU KARATS

TOPLANTI TaRINE ; IR
TORLANTI MO 1 23
DRV A N e (e
KARAR MO P Fin e B

Yt alofnnE Cniversitemiz ¥ everiser Fakiliesi ulti Azeibifim [iak P
Feol” D, Hakan Y ARDIMCT ren sapiipn angimne Mm L'fH.'.J.'-.'hMIIm;F‘ﬁl:':;rrlmlwdl
Imfek =iy tin Aursal Hemtalik o keesi ey pukanan imsmuin kompleks agsren oikinfiginin ixlenmesi™ haghkh
galipma Chmiversine senatosuran 123723006 wribl soplimironda 430/3642 saveh keear fe kbl edilen
ve Hagvan Duneylen Merdesi Bk Kurulu'nun 1922006 1arih v 42 savah kamen ile oyl
"Ankard Ussversitesi Haren Deneyleri Yord Elik Karuto Yiaergesi™ nin 7-h moddes kopenmmda
dafierlendirilmis ve galigmanin Eiik Barul enine i olmadipin ox birigi ile kerar verilmiglic

Gegeslitik Siresi - (S0202-05M2 004
ETIK KURUL (IVELER]
Usrvarn ! fli S Sovadh Uizmanhik Db Kummu | Cisslyet lmi
Frof. Dr. M, Taner ARADSLL Virelaji Veteriner .
(Haykan) Anshilim Dali | Faloiiosi
Prof. Dr. Tmju OZCELIKAY Famakologi | Dezacik B
{Raskm Vakilii Anshilis Dali | Fakiilsgsi
: Tibhi
i DT'E’"'"*EF";M VILMAZ | parmakoll [T monesi| &
i Ansbiim Db |
Prof, D, Huri YHIIT Zocihoji
Ove) Ansbi Dafy |Fon Fakilbesi| B |
Prod; De. Mine KIREAGAD Hu Umril Flensn
{Dye) Mibendulll | pugy | B
Dabami
Dog. Dr. Hallt KANCA 5’.""}"&;}5 Veterines | o
{Chye)  Anobilim Db | FROUS
Cocuk
Dhes. m.mg}ﬂutr BAHADIR | o0 TpPae| &
el Anebitim Dl A
Yemiber ve .
Do, Dir. Meswe Numy TOPRAK [Gayvan Fimat K
el Fesleme Faladresi
Anabilim Dah

Acpbon Craversic Hiekbrkogn (110 - Teegors ANEARA Teleba 1 D037 peddi - 2R Fabe o8 182 115 o 49

54



I Velerioer
e Ve, H.ﬂr_Nép'l.'ﬂnuma "l:ﬂ_ “'."t"’__t W eternines K
Lyl Denmolaji Ealiice
- | Anchilim Daly
Active
Dr. et “':"I. Eu.;m ERTORE i — E
LL Safhi Merkes
J : Weriner
Lhm. Vet I'Iuﬁ;rﬂw_nrl DEDE Vet n— E
el Dernegi
ey
[Eayvanlam
Urzen. Viet, ”“‘I':"’““' IGOREN | o e ve [TipFokihest | E
(re) A Pl T
Lahoesinran
r-ummam:mﬁm Detisat Gubesst K

55



Fk-2. Kurum izni

LT " N sl

Pt okl 0 0 Ve o i i B L ey g

27.12.2021

Ankara Universitesi Sagik ilimler] Enstitisi Modirliga,
ANKARA

Ankara Oniversites! Saliik Bilimleri EntitsGnde Vet. Hekim Alan Onal tarafindan
yurdtdlen *Brgyler sOrllerde infeksiybe bursal hastabfia kars uygulanan immun komplels
aglann etkinlifinin lzlenmesi® baghkh tez kapsarmnda, firmarmaz Hipra \eteriner
Miistahzarlan Tic. Ltd, Sti'ne ait immune-compleks a5 (Gumbohatch, Hipra, fspanya) lle
ligih yapdacak caligmalar uygundur.

Savgilanmia.

56



	1.pdf
	Page 1

	2.pdf
	Page 1

	3.pdf
	Page 1


