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OZET

Tiirkiye’de Etci Piliclerden izole Edilen Fowl Aviadenoviruslarin Molekiiler
Epidemiyolojisin Belirlenmesi

Fowl Aviadenovirus’lar (FAdV), kanatl hayvanlari etkileyen adenoviruslar igerisinde
bulunan ve et¢i pili¢ yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan viral etkenlerdir.
Vertikal ve horizontal olarak bulasabilmeleri nedeniyle damizlik ve etgi pili¢ kiimeslerinde FAdV
kokenli hastaliklarin kontrol altina alinmasinda etkenlerin epidemiyolojik ozelliklerinin belirlenmesi
olduk¢a onemlidir. FAdV’ler et¢i piliclerde %80’lere kadar ulagabilen degisen mortalitelerde
Inkliizyon Cisimcikli Hepatitis (IBH), Hepatitis Hidroperikardiyum Sendrom (HHS) ve Adenoviral
Tashk Erozyonu (AGE) hastaliklarina neden olmaktadir. FAdV’ler ¢ogunlukla geng yastaki etci
pilicleri etkilemektedir. FAdV’lerin farkli cografik bolgelerde farkli genotiplerinin baskin olmasi
nedeniyle koruma-kontrol programlarinda genotip hedefli ¢alismalarin siirdiiriilmesi gerekmektedir.
Bu tez galigmasinda, Tiirkiye’de et¢i pili¢ yetistiriciliginin yogun oldugu bolgelerde dolagimda olan
FAdV saha serotiplerin belirlenerek baskin genotiplerin ve molekiiler epidemiyolojilerinin ortaya
konulmasi amag¢lanmustir.

Bu amag dogrultusunda, damizlik as1 durumlari, yas ve bulagsma yollar: gibi epidemiyolojik
olarak 6nem arz eden parametreler g6z dniinde bulundurularak drneklemeler yapilmistir. Karaciger ve
kloakal sivap orneklerinden elde edilen viral DNA’lar, PCR yontemi ile hekzon loop-1 gen boélgesini
hedef alan primerler kullanilarak FAdV teshisi saglanmistir. Asisiz kiimeslerin (20/40) %50’si asih
kiimeslerin ise (4/40) %10°u, toplamda ise iki yetistirme doneminde kiimeslerin %30’unun FAdV
pozitif oldugu goriilmistiir. FAdV yoniinden pozitif ¢ikan kiimeslerde dolasimda olan serotiplerin
belirlenmesi amaciyla hekzon geni dizi analizi gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda hem
karaciger hem de kloakal sivaplardan teshis edilen FAdV’lerin hepsinin FAdV-8b serotipi ile
benzedigi goriilmistir. Ayrica saptanan tim FAdV-8b’lerin kendi aralarinda %100 homolojiye sahip
oldugu belirlenmistir. Damizlik ag1 durumuna goére segilen kiimeslerin asisiz damizliklardan elde
edilen yavru hatlarinda, asili kiimeslere gére FAdV teshisinin 5 Kat fazla oldugu goriilmiistir. Elde
edilen hekzon loop-1 gen bolgesi dizileri GenBank veri bankasimna girilerek erisim numaralar
alinmistir. Hekzon loop-1 gen bolgesinin Tiirkiye ve diinyadan ¢esitli hekzon gen bolgesi dizileri ile
filogenetik analizi gergeklestirilmis ve Endonezya (%100) ile Tiirkiye’den (%96,72-%96,48) daha
Once bildirilen FAdV-8b serotipleri ile ile yiiksek homoloji gosterdigi tespit edilmistir. FAdV-8b’lerin
filogenetik baglantilarin daha iyi anlasilabilmesi ve molekiiler epidemiyolojisi hakkinda daha derin
bilgilere sahip olmak amaciyla pozitif 6rnekler icerisinden rastgele bir tane segilerek tiim genom
dizileme analizi gergeklestirilmistir. Sonug olarak 45.995 b¢ uzunlugunda bir consensus genom elde
edilmistir. Turkiye’den ilk defa bu tez ¢aligmasindan elde edilen bir FAdV tiim genom dizisinin
SUB14015087 erisim kodu ile GenBank veri bankasina girisi gergeklestirilmistir. Tiim genom
dizilemesi sonucunda elde edilen consensus genom FAdV’lerin genetik yapisinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in genis bir veri ¢iktisi sunmustur.

Sonug olarak bu tez galigmasi, molekiiler yontemlerle elde edilen verilerin ¢esitli filogenetik
analizlerle incelenerek FAdV’lerin epidemiyolojisi hakkinda genis c¢apli bilgilere ulagilmasin
saglamistir. Ayrica, elde edilen hekzon gen bolgesi dizileri ile tiim genom dizilerinin GenBank veri
tabanina girislerinin yapilmasi, gelecekte yapilacak c¢alismalara kaynak olusturacak onemli bir
adimdir. Bu tez c¢aligmasi, FAdV kaynakli hastaliklarin korunma ve kontrol c¢aligmalarinin
diizenlenmesinde kullanilabilecek degerli molekiiler epidemiyolojik bilgiler sunarak, ekonomik
kayiplarin oniine gegilebilmesi ve koruma kontrol ¢alismalarinin etkin bir sekilde yiiriitiilebilmesi igin
FAdV’lerin molekiiler epidemiyolojisinin anlasilmasinin énemine vurgu yapmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Et¢i Pilig, Fowl Aviadenovirus, Hekzon Loop-1, Molekiiler Epidemiyoloji, Tiim
Genom Dizileme



SUMMARY

Determination of Molecular Epidemiology of Fowl Aviadenoviruses Isolated from
Broiler Chickens in Turkey

Fowl Aviadenoviruses (FAdVs), found among adenoviruses affecting poultry, are viral
agents causing significant economic losses in broiler chicken farming. Given their ability to transmit
vertically and horizontally, understanding the epidemiological characteristics of factors in the control
of FAdV-related diseases in breeder and broiler chicken flocks is crucial. FAdVs lead to varying
mortalities, reaching up to 80% in broiler chickens, causing Inclusion Body Hepatitis (IBH),
Hepatitis-Hydropericardium Syndrome (HHS), and Adenoviral Gizzard Erosion (AGE). These viruses
predominantly affect young broiler chickens. Due to the dominance of different genotypes of FAdVs
in various geographical regions, targeted studies focusing on genotypes are essential in protection-
control programs.

The aim of this thesis is to determine the circulating field serotypes of FAdVSs in regions with
intensive broiler chicken farming in Turkey, revealing the dominant genotypes and molecular
epidemiologies. To achieve this goal, samples were taken, considering epidemiologically important
parameters such as breeding vaccination status, age, and transmission routes. Viral DNA obtained
from liver and cloacal swab samples was diagnosed for FAdV using PCR with primers targeting the
hexon loop-1 gene region. The results indicated that 30% of the sampled flocks over two breeding
periods were FAdV positive, with 50% positivity in non-vaccinated flocks and 10% in vaccinated
ones. Hexon gene sequence analysis was conducted to identify the circulating serotypes in FAdV-
positive flocks. The analysis revealed that all isolated FAdVs from both liver and cloacal swabs
resembled the FAdV-8b serotype, showing 100% homology among themselves. FAdV diagnosis was
five times more frequent in the offspring lines derived from non-vaccinated breeders compared to
those from vaccinated breeders. The obtained hexon loop-1 gene sequences were entered into the
GenBank database, and phylogenetic analysis demonstrated a high homology between FAdV-8b
serotypes from Turkey and those previously reported from Indonesia and worldwide, with percentages
ranging from 96.48% to 96.72%. To gain a deeper understanding of the genetic structure of FAdV-8b,
a random positive sample was selected for whole-genome sequencing analysis, resulting in a
consensus genome of 45,995 base pairs. For the first time, the FAdV whole-genome sequence from
this thesis was deposited in the GenBank database under the accession number SUB14015087. The
consensus genome from whole-genome sequencing provided a comprehensive data output for a better
understanding of the genetic structure of FAdVs.

In conclusion, this thesis has provided extensive insights into the epidemiology of FAdVs
through the examination of molecular data using various phylogenetic analyses. The entry of hexon
gene sequences and whole-genome sequences into the GenBank database is a crucial step in serving
as a valuable resource for future studies. By offering valuable molecular epidemiological information,
this thesis underscores the importance of understanding the molecular epidemiology of FAdVs for
organizing protective and control measures against FAdV-related diseases. Emphasizing the need to
comprehend the molecular epidemiology of FAdVs is essential for mitigating economic losses and
effectively implementing protection and control programs.

Keywords: Broiler, Fowl Aviadenovirus, Hexon Loop-1, Molecular Epidemiology, Whole-Genome
Sequencing
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1. GIRIS

Kanatli hayvanlart etkileyen Aviadenovirus genusunda yer alan ve temel olarak
tavuk patojenleri olarak bilinen Fowl Aviadenovirus (FAdV) nedenli hastaliklar diinya
genelinde birgok bolgeden bildirilmektedir (Chen vd., 2019; Franzo vd., 2020; Mirzazadeh
vd., 2021; Oliver-Ferrando vd., 2017). FAdV’ler inkliizyon cisimcikli hepatitis (IBH),
hepatitis hidroperikardiyum sendromu (HHS) ve adenoviral taslik erozyonu (AGE) gibi
ozellikle etci pili¢ yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarla
iliskilendirilmektedirler (Chen vd., 2019; Lai vd., 2021; Schachner vd., 2018). Son yillarda
molekiiler yontemlerin yaygin kullanimi ile FAdV salginlarinda rol alan baskin genotipler
incelenmekte ve epidemiyolojik dnemlerinin ortaya konulmasina c¢alisilmaktadir (Chen vd.,
2019; Franzo vd., 2020). Konu ile ilgili Tirkiye’de de yapilmis ¢alismalar bulunmasina
karsin et¢i piliclerde FAdV’lerin bulag yollarinin belirlenmesi ve epidemiyolojik durumu
hakkinda daha fazla bilgiye ihtiyag duyulmaktadir (Cizmecigil vd., 2020; Sahindokuyucu
vd., 2020).

FAdV enfeksiyonlarinin epidemiyolojik ¢aligmalar ile izlenmesi, etkin korunma
kontrol programlarinin olusturulmasi ve salginlarin engellenmesi agisindan oldukca

onemlidir (Marek vd., 2010).
1.1. Simiflandirma

Adenoviridae ailesi igerisinde Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus,
Siadenovirus, lIchtadenovirus ve Testadenovirus olmak iizere alti cins bulunmaktadir.
Kanatlilar1 enfekte eden adenoviruslar ise Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus
cinsleri i¢inde yer almaktadir. Aviadenovirus cinsi altinda temel olarak tavuk patojenleri
olarak kabul edilen kiimes hayvanlar1 adenoviruslari (Fowl Aviadenovirus, FAdV A-E) ve
sahin Aviadenovirus A (Falcon Aviadenovirus A), kaz Aviadenovirus (Goose Aviadenovirus
A), giivercin Aviadenovirus (Pigeon Aviadenovirus A), ordek Aviadenovirus B, hindi
Aviadenovirus B tiirleri ve heniiz tam olarak klasifiye edilmemis bazi kanatli hayvanlarin
adenoviruslar1 bulunmaktadir. Adenoviruslar kendi aralarinda DNA polimeraz genini baz
alan filogenetik wuzaklhiga bagli olarak smiflandirilmaktadir ve baz1 cinslerin
simiflandirilmasinda  konak, genom organizasyonu, restriksiyon enzim fragmentinin
uzunlugundaki farkliliklar gibi 6zellikler de kullanilarak siniflandirilma yapilmaktadir.

FAdV’lar kendi aralarinda bes ayn tiire (A-E) ve ¢apraz notralizasyon testleri ile 12 farkli

1



(FAdV 1-8a, 8b, 9, 10, 11) serotipe ayrilmustir (Hess, 2000; MacLachlan ve Dubovi, 2016;
Marek vd., 2010; Sahindokuyucu ve Yazici, 2019). Fowl Aviadenovirus tiirleri ve serotipleri,

serotip isimlerinin kisaltmalariyla Cizelge 1.1.”de verilmistir.

Cizelge 1.1. Fowl Aviadenovirus tiirleri, serotipleri ve serotip isimlerinin kisaltmalarini gosterir
cizelge (Benko vd., 2022)

Tiir Adi Serotip Adi %{s‘;tl'tfl’n‘:gl'
Fowl Aviadenovirus A Fowl Adenovirus 1 FAdV-1
Fowl Aviadenovirus B Fowl Adenovirus 5 FAdV-5
Fowl Aviadenovirus C Fowl Adenovirus 4 FAdV-4
Fowl Aviadenovirus C Fowl Adenovirus 10 FAdV-10
Fowl Aviadenovirus D Fowl Adenovirus 9 FAdV-9
Fowl Aviadenovirus D Fowl Adenovirus 2 FAdV-2
Fowl Aviadenovirus D Fowl Adenovirus 3 FAdV-3
Fowl Aviadenovirus D Fowl Adenovirus 11 FAdV-11
Fowl Aviadenovirus E Fowl Adenovirus 6 FAdV-6
Fowl Aviadenovirus E Fowl Adenovirus 7 FAdV-7
Fowl Aviadenovirus E Fowl Adenovirus 8a FAdV-8a
Fowl Aviadenovirus E Fowl Adenovirus 8b FAdV-8b

Kiimes hayvani adenovirusunun (FAdV) hekzon geni, korunmus bolgeleri ve
hiperdegisken (HVR1-4) bolgeleri iceren spesifik yapist nedeniyle detayli bir sekilde
arastirilmigtir. Genellikle FAdV'lerin taksonomisi ve antijenik 6zellikleri {izerine odaklanan
aragtirmalarda hekzon loop-1 gen bolgesi hedef alinmaktadir (Niczyporuk, 2016).
Karsilagtirmali analizler, hiperviriilent FAdV-4 izolatlarinin ¢esitli genomik delesyonlar ve
ana yapisal genler olan fiber-2 ve hekzon iizerinde ¢esitli mutasyonlar igerdigini gostermistir
(Zhang vd., 2018).

Kanada FAdV izolatlarinin hekzon loop-1 gen bolgesi dizi analizine dayali
genotiplemesi, FAdV-2, FAdV-8a ve FAdV-11 ile genetik bir iliski gostermistir (Ojkic vd.,
2008). Giiney Kore tavuklarinda hekzon loop-1 gen dizilerinin filogenetik analizi, birden
fazla FAdV serotipinin varligini ortaya koymustur (Lai vd., 2021). Giineybat1 Cin'de, hekzon
loop-1 gen bolgesine dayali filogenetik analizler, FAdV-4, FAdV-2, FAdV-8a ve FAdV-8b

dahil olmak tizere farkli serotipleri ayirmakta basarili olmustur (Xia vd., 2017).

Hekzon geninin yiiksek oranda korunmus bolgesinin tam kodlama dizisinin

amplifikasyonu i¢in 6zel primerler tasarlanmistir (Cui vd., 2020). Ayrica, hekzon geni, Cin,



Malezya ve Pakistan gibi cesitli cografi bolgelerdeki FAdV suslarinin  molekiiler
karakterizasyonu ve filogenetik analizi i¢in kullanilmustir (Hu vd., 2021; Sohaimi vd., 2022).
Hekzon geni, farkli ¢aligmalarda serotip tanimlama ve FAdV genomunun tespiti i¢in de
kullanilmistir (Mase vd., 2009; Sabarudin vd., 2021; Silaen vd., 2020). Ayrica, hekzon geni,
FAdV-4'iin genetik evrimsel iligkisini analiz etmek i¢in kullanilarak FAdV patojenitesi ile
iliskilendirilmistir (Ahmed vd., 2021; Yu vd., 2019). Hekzon geni, genel olarak FAdV'lerin
molekiiler farklilagmasi ve patojenite degerlendirmesi igin kapsamli bir sekilde arastirilmis

ve kullanilmistir (Marek vd., 2010).

1.2. Morfoloji ve Genom Organizasyonu

Adenoviruslar altigen goriiniime sahip, ikozahedral simetrili, ortalama 70-90 nm
capinda, zarfsiz, DNA viruslaridir. Virion yapisi 252 kapsomer icermektedir. Virion 240 tane
vertex olmayan kapsomer (hekzon) ve 12 tane vertex kapsomerden (penton bazlari)
olugsmaktadir. Verteks kapsomerlerin tizerinde fiber adi verilen protein ¢ikintilari
bulunmaktadir ve memeli adenoviruslarinda her bir pentonik yapida bir adet bulunur. Kanatl
adenoviruslarinda ise bu ¢ikintilar memeli adenoviruslarindan farkli olarak her bir vertex
yapisinda ikiser tanedir (Benko vd., 2022; Hess, 2000; Hess, 2019; Sahindokuyucu ve
Yazici, 2019). Sekil 1.1.°de Fowl Aviadenovirus D (FAdV-9) iizerinden kiimes hayvani

adenoviruslarinin karakteristik ¢ift fiber lifleri gosterilmistir.



Sekil 1.1. Kanatli adenoviruslarinin karakteristik cift liflerini (fiber yapisi) gosteren, negatif boyali,
uranil asetatla saflagtirilmis, virus parcacigi

Cubuk uzunlugu (nm): 100 (Gelderblom ve Maichle-Lauppe, 1982)

Adenovirus genomu ortalama 26-48 kb biiyiikliigiinde, lineer ¢ift zincirli DNA igerir.
Viral genom ortalama 40 protein kodlamaktadir ve bu proteinlerin ligte biri yapisal
proteinlerdir. Yapisal proteinler hekzonlarin, pentonlarin, penton fiberlerinin, virion
cekirdeginin yapiminda gorev alir. Fiber yapilar1 hiicreye tutunma ve hiicre etkilesimlerinde
onemli bir role sahiptir. Mastadenovirus’lar, Aviadenovirus’larda bulunmayan proteinlere
(protein V ve protein IX) sahiptir. Aviadenovirus’lar ayrica bu proteinleri kodlayan
genlerden de yoksundur, buna ragmen cesitli 6zel genler icerdikleri i¢in genomlari
Mastadenovirus’lardan %20-45 daha biiytiktiir (Hess, 2019; MacLachlan ve Dubovi, 2016).
Hekzon proteini virionun yiizey ile temasini saglayan dnemli bir kapsid yapisi olarak, grup,
tip ve alt tiplere 6zgili antijenik determinantlart barindirir. Hekzon geni bu 6zelligi ile
FAdV’lerin saha suslarinin genetik yakinliklarinin ve epidemiyolojik 6zelliklerinin ortaya
konulmasinda 6nem tasir (Chen vd., 2019; Oliver-Ferrando vd., 2017; Sahindokuyucu vd.,
2020; Zhang vd., 2018). Adenoviridae ailesi igerisinde bulunan ¢esitli genom

organizasyonlart Sekil 1.2.’de gdsterilmistir.
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Sekil 1.2. Adenoviridae ailesi iginde bulunan farkli adenovirus cinslerinin genom organizasyonlarinin
sematik gosterimi (Benko vd., 2022)

Siyah oklar her cinste korunan kodlama dizilerini gosterir, gri oklar birden fazla cinste mevcut olanlar1 gosterir
ve renkli oklar cinse 6zgii proteinlerin kodlama dizilerini gosterir.

1.3. Virus Replikasyonu

Adenoviruslarin replikasyon siireci erken ve ge¢ olmak iizere iki asamadan
olugmaktadir. Erken asama, virusun konak hiicreye girisini ve virus DNA'sinin g¢ekirdege
transferini kapsar. Erken asamayi1 erken genler (Early genes, E) olarak adlandirilan genlerin
transkripsiyon ve translasyonu takip eder. Erken genler (E) tarafindan kodlanan proteinler,
virus DNA'sinin replikasyonunu ve bunun sonucunda ge¢ genlerin (Late genes, L)
kodlanmasini saglar. Geg¢ genler (L) virusun yapisal proteinlerinin transkripsiyonunu ve
translasyonunu kolaylastirmak i¢in hiicresel fonksiyonlart yeniden yonlendirir. Olusan viral
proteinlerin virionlar halinde birlesmesi g¢ekirdekte tamamlanir, bunu niikleer membranin
akabinde hiicrenin par¢alanmasi ve hiicreden virusun salinmasi takip eder (Benko vd., 2022;
Hess, 2019).



1.4. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

Aviadenovirus’lar hem evcil kanatli hayvanlar hem de yabani kuslardan izole
edilebilmektedir. Kanatli adenoviruslarinin  ¢ogu  oportunistik  patojenler  olarak
tanimlanmaktadir ve immunsupresyon gibi ¢esitli predispoze faktorler sonucunda hastalik
olusturmaktadirlar (Chen vd., 2019). Farkli tiirler arasinda viriilens farkliliklar1 bulunmakta
ve konagin yas1 ya da virusun titresi gibi faktorler viriilensi etkileyebilmektedir. FAdV’lar
konakta ayni anda farkli tiirleri ve serotipleri ile bulunabilmektedir (Hess, 2000; Lai vd.,
2021; Schachner vd., 2021).

FAdV’lar hem vertikal hem de horizontal olarak bulasabilmekte ve diinya ¢apinda
yaygin olarak goriilmektedir. Tiim yas grubundan hayvanlarin etkilenebilmesine ragmen,
geng hayvanlar FAdV enfeksiyonlarina daha duyarhidir. Vertikal bulagsma ile subklinik
enfeksiyona sahip damizliklardan yavrulara gegen FAdV’lar siddetli enfeksiyonlar
olusturarak 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir (Mirzazadeh vd., 2021). Horizontal
bulagma ise temel olarak fekal-oral yolla ger¢eklesmektedir. Virus diski, trakeal mukoza,
nasal mukoza, bagirsaklar, sekal tonsiller ve bobreklerde bulunabilir. Sacilim ise tiim
ekskretlerle olabilmekte ve en yogun virus titresi diskida bulunmaktadir (Cizmecigil vd.,
2020; Hess, 2019). FAdV’ler diskida haftalarca kalabilmekte ve virusun digki ile sagilimi
hem virus susunun Ozelliklerine hem de konagin yasina baghh olarak degisiklik
gostermektedir. Yash kuslar daha kisa siire, daha diisiik titrelerde virus sagilimina neden
olur. Horizontal bulagmada, 6zellikle kiimesler aras1 fomitler, personel ve kontamine asilar

bulagsmada 6nemlidir ancak aerosol yol bulasmada etkili gériilmemektedir (Hess, 2019).

Virusun inkubasyon periyodu konagin yasina, virusun bulag yoluna bagl olarak
degismektedir ve genellikle 24-48 saat gibi oldukga kisa siirede ger¢eklesmektedir. FAdV ile
enfekte hale gelen konakta siklikla persiste, kronik bir enfeksiyon gelisir ve iyilesen kuslar
yasamlar1 boyu sacilima neden olabilirler. Immunsupresif etkenler virus sagiliminin artisina
neden olur (Hess, 2019; Kajan, 2016). FAdV’ler ¢ogunlukla tavuklarda ozellikle etgi
piliclerde inkliizyon cisimcikli hepatitis (IBH), hepatitis hidroperikardiyum sendromu
(HHS), adenoviral taslik erozyonlart1 (AGE), ventrikiilitis, proventrikiilitis, enteritis, RSS
(Runting-Stunting Syndrome) yani malabsorbsiyon sendromu ile iligkilendirilmistir (Hess,
2000; Kajan, 2016; MacLachlan ve Dubovi, 2016). FAdV serotiplerinin hepsi diinyada IBH
olgularinda etken olarak belirlenmistir (Chen vd., 2019). FAdV-D ve FAdV-E grubuna ait



serotipler daha ¢ok IBH, FAdV-C grubundan FAdV-4 HHS, FAdV-A grubu serotipleri ile
FAdV-8 ise AGE olgularinin etkenleri olarak bilinmektedir (Hess, 2019).

FAdV’ler geng yastaki tavuklarin, Ozellikle et¢i piliclerin  adenoviral
enfeksiyonlarinda primer etiyolojik etkenler olarak dikkati ¢eker (Hess, 2019; Kajan, 2016).
IBH genellikle ani 6liimlerle baslayan ve 3-4 giinliik yaslarda &liimlerde pik yaparak besinci
giin itibariyle Sliimlerin yavasladigi bir hastaliktir (Hess, 2019; Schachner vd., 2018).
Hastaligin morbiditesi diisiik, mortalitesi ise %30’lara kadar ¢ikabilir ve genel olarak 3-7
haftalik yasta etci pilicleri etkiler. Ug haftalik yastan kiiciik etci piliclerde mortalite daha
yiiksek seyreder ve enfeksiyon ¢ogunlukla vertikal bulagsma sonucu ortaya ¢ikmustir (Hess,
2019). Hastaliktan etkilenen hayvanlar ¢omelme pozisyonunda durur, tiiyler karisiktir ve 48
saat icinde 6liim ya da iyilesmeyle seyreden klinik tabloya sahiptir. HHS klinik olarak IBH’a
benzer semptomlarla seyretmesine ragmen g¢ok daha siddetli klinik tablolar olusturarak
mortalite %80’lere kadar ¢ikabilir ve hastaliin siddetine bagl yash kuslarda da o6liimler
goriilebilir. Etci piliclerde AGE klinik olarak kiimeste {iniformitenin bozulmasi, biiylime
geriligi ile artan mortalite disinda belirgin semptomlara sebep olmaz ve hastalik ¢gogunlukla

kesimhanede ortaya ¢ikar (Schachner vd., 2018).

Adenoviruslarin horizontal olarak etkili bir sekilde yayildigi, persiste ve latent
enfeksiyonlara neden olabilecegi bilinmektedir (Bertran vd., 2021; Hess, 2000; Philippe vd.,
2007). Birgok siiriide, ozellikle de ilk enfeksiyondan 8 ila 12 hafta sonra bagigikligin
zayifladigr donemde periyodik virus sagilimi gosterilmistir. Ayrica, yumurta iiretiminin pik
yaptig1 donemde virus sagiliminin yiikselmesi hem horizontal hem de vertikal bulagsma

acisindan 6nem tagir (Philippe vd., 2007; Schachner vd., 2021).

1.5. Nekropsi ve Histopatoloji Bulgulari

IBH’den etkilenen etci piliclerde nekropsi bulgular1 temel olarak, solgun, ¢cabuk
parcalanan ve sismis karaciger bulgularidir. Bunun yaninda karacigerde beyaz fokal
lezyonlar, ekimotik kanamalar ya da petesiler gozlenebilmektedir. Bdobreklerde
glomerulonefrite bagl sigkinlik goriilebilir. Karaciger ve bobrek disinda pankreas, bursa
Fabricius, kemik iligi ve timusta da patolojik degisimler gozlenebilmektedir. HHS
nekropside IBH’ye benzer ancak daha siddetli karaciger ve bobrek lezyonlaria neden olur.
Perikardiyal kesede pembemsi seffaf sivi birikimi ve pulmoner 6dem, sismis ve solgun

karaciger, genislemis tiibiiller ve sigsmis bobrekler dikkati ¢ceker. Karaciger ve kalpte petesiler



ve fokal nekroz da eslik edebilir. Siddetli enfekte kuslarda asites tablosu olusabilir. AGE’den
etkilenen hayvanlarin nekropsisinde hemorajik siviya bagli genislemis taglhik ve koilin
tabakasinda siyah renkli yapisik erozyonlar dikkati ¢eker (Hess, 2019; Kajan, 2016;
Schachner vd., 2018, Schachner vd., 2021).

IBH ve HHS’ye bagli histopatolojik degisimler iginde karaciger, pankreas,
bobrekler, taghik ve bagirsak gibi etkilenen organda bazofilik intraniikleer inkliizyon
cisimciklerinin goriilmesi karakteristiktir. Bobreklerde glomerulonefritis, pankreasta nekroz,
kalpte miyokarditis ve hemorajiler, bursa Fabricius’ta folikiil atrofisi ve hemorajiler dikkati
ceker. AGE’de koilin tabakasinda nekroz ile glandular epitelyal hiicrelerde intraniikleer
inkliizyon cisimcikleri goriiliir. Lamina propria, submukoza ve kas tabakasinda makrofaj ve
lenfosit infiltrasyonu gozlenir (Hess, 2019; Naguib vd., 2021; Schachner vd., 2018; Steer-
Cope vd., 2017).

1.6. Teshis

FAdV enfeksiyonlarina sahip hayvanlardan teshis i¢cin karaciger, bobrek, pankreas
gibi etkilenmis organ materyalleri ve digkidan virus izolasyonu ya da bu materyallerden
molekiiler teshis yontemleri kullanilarak direkt teshis yapilabilmektedir. Virus izolasyonu
icin hiicre kiiltiirii inokulasyonlar1 kullanilabilmektedir. Embriyolu tavuk yumurtalart
FAdV’lerin primer izolasyonunda kullanilmak igin yeterli duyarliliga sahip degildir.
FAdV’lerin teshisinde konvansiyonel ve molekiiler yontemler kullanilabilmektedir (Kajan,
2016). FAdV'lerin serolojik tanisina yonelik geleneksel yontemler igerisinde agar jel
presipitasyon testi (AGPT) ve virus noétralizasyon (VN) testleri bulunmaktadir. Agar jel
presipitasyon testi (AGPT), FAdV antikorlarinin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir
serolojik test olup, hizl1 ve ekonomik olma avantajlarina sahiptir. Ancak, AGPT'nin diisiik
duyarlihiga sahip olmasi ve kiimes hayvanlarinda presipitat olusumunun FAdV'ye ikinci
maruziyetten sonra gelisebilmesi nedeniyle enfeksiyonun saptanmasinda gecikmeye yol
acabilen dezavantajlari bulunmaktadir. AGPT, genellikle ¢oklu adenovirus serotiplerine
maruz kalan ticari siirlilerden alinan serum iizerinde tatmin edici bir duyarliliga sahip
olabilir; ancak, spesifik patojen icermeyen (SPF) siiriilerdeki adenovirus enfeksiyonlarini
saptamada daha az duyarlidir (Pan vd., 2020). Bu nedenle, FAdV'lerin tespiti i¢in daha basit,
hizl1 ve hassas bir tan1 yontemine ihtiyag duyulmaktadir; bunun i¢in genis 6lgekli serolojik
aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan ELISA'nin kullanimi 6ne ¢ikmaktadir. FAdV’lerin
gruba 6zgii veya tipe 0zgii antikorlarin serolojik teshisinde ELISA siklikla kullanilmaktadir



(Calnek vd., 1982). Bu testler genellikle AGPT'den daha duyarhidir ve SPF siiriileri
adenovirus antikorlari agisindan taramak i¢in tercih edilen yontemdir. Calnek ve arkadaslari
(1982) tarafindan belirtildigi gibi, cesitli FAdV serotipleri arasindaki ¢apraz reaksiyon,
heterolog FAdV serotiplerine maruz kalmanin hassas bir sekilde tespit edilmesinin temelini
olusturur. Hiicre kiiltiirii, virus nétralizasyon testleri, serolojik ve immunohistokimyasal
yontemler ile in situ hibridizasyon gibi klasik yontemlerin yerini giiniimiizde molekiiler
yontemler almaya baglamigtir (Malik vd., 2019; Marek vd., 2016; Schachner vd., 2021; Steer
vd., 2009).

Molekiiler yontemler ile salgin durumlarinda daha hizli sonug almak, saha suslarinin
epidemiyolojik 6zellikleri ortaya konularak biyogiivenlik 6nlemlerinin alinmasi ve koruma
kontrol programlarinin olusturulmasi daha kolay hale gelmistir. Gilinlimiizde FAdV
teshisinde hekzon gen bolgesini hedef alan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli
yontemler kullanilmaktadir. Hekzon gen bélgesi mutasyonlara karsi oldukga duyarhidir ve bu
ozelligi sayesinde serotip tayini de ozellikle Loop-1 bolgesi kullanilarak yapilmaktadir
(Hess, 2019; Kajan, 2016; Marek vd., 2010). PCR ile amplifiye edilen hedef Hekzon gen
bolgesinin dizilenmesi ile filogenetik analizler yapilmakta ve serotip iliskili genotiplerin de

belirlenmesi bu sayede miimkiin olmaktadir (Schachner vd., 2016).

1.7. Kimyasal ve Fiziksel Etkenlere Duyarhhik

Avian Adenovirus’lar tipik olarak eter ve kloroform, sodyum deoksikolat, trypsin,
%2 fenol ve %50 alkol gibi lipid solventlere karsi dayaniklidirlar. Adenoviruslar 3 ile 9
arasindaki pH degisimlerine diren¢ gostermektedir. Ancak 1:1000 formaldehit
konsantrasyonuyla etkisiz hale getirilebilirler. DNA inhibit6rleri olan luUDR ve BuDR ile
inhibe edilebilirler. Adenoviruslar genel olarak 56°C'ye 30 dakika maruz birakildiktan sonra
sulu ¢ozeltilerde inaktif hale gelir ve divalent iyonlar ile 1s1 stabilitesi azaltilabilir. FAdV'ler
diger adenoviruslara gore 1siya daha dayaniklidir. Bazi suglar 60°C'de, hatta 70°C'de 30
dakika boyunca hayatta kalabilir (Benko vd., 2022; Hess, 2019; MacLachlan ve Dubovi,
2016).

1.8. Koruma ve Kontrol Uygulamalar

Aviadenovirus’lara yonelik kiimes izolasyonu ve dezenfeksiyon uygulamalari

6zellikle horizontal bulagsmanin engellenmesinde énemlidir. Kiimesler geg¢irimsiz zemin ve



duvarlara sahip olmalidir. Ayrica ¢evresel bulagin en aza indirilmesini hedef alan kiimes
yonetimi ile bulas riskini ortadan kaldirmak miimkiindiir. FAdV, horizontal bulagsmanin
disinda embriyolu tavuk yumurtasi vasitasiyla vertikal bulasma ile aktarildigi bilinmektedir
(Li vd., 2017; Marek vd., 2010; Schachner vd., 2018, 2021). Vertikal bulagmanin
engellenmesi igin spesifik patojen icermeyen (Spesific Pathogen Free, SPF) damizliklarin
secilmesi ve/veya FAdV’ye karsi asilanmig damizlik siriilerin tercih edilmesi etkilidir
(Alvarado vd., 2007; Bertran vd., 2021; El-Shall vd., 2022; Schachner vd., 2021). Maternal
antikorlar sayesinde Ozellikle IBH olgularinda damizliklara uygulanan dogru asilama
takvimleri ile civcivlerde tam koruma saglanabilindigi bildirilmistir. Bu durumlar géz 6niine
alindiginda etkin koruma kontroliin saglanabilmesi i¢in asilamanin damizlik seviyesinden
baslatilmas1 6nemlidir (Grafl vd., 2012; Gupta vd., 2017; Kim vd., 2014; Schachner vd.,
2018).

Diinyada ve Tiirkiye’de FAdV kaynakli hastaliklara karsi gelistirilmis canli ve
inaktif asilar bulunmaktadir (Cizmecigil vd., 2020; Hess, 2019; Schachner vd., 2021).
Bolgesel salginlarin 6nlenmesinde otojen asilar da tercih edilebilmektedir. Ayrica sub-unit
ve vektor as1 calismalari da yiriitillmektedir. FAdV tipleri (A-E) ve serotipleri arasinda
capraz koruma bulunmamaktadir. Bu nedenle genis spektrumlu asilarin gelistirilmesi ya da
ihtiya¢ dahilinde salginlara neden olan baskin genotiplerin belirlenerek spesifik asilamalarin
uygulanmasi tizerine ¢alisgilmaktadir (Cizmecigil vd., 2020; Hafez, 2011; Hess, 2000; Steer-
Cope vd., 2019; Steer vd., 2009).

FAdV kaynakli hastaliklara neden olan serotipler cografi olarak farklilik
gostermektedir (Kajan, 2016; Marek vd., 2010). Bu nedenle farkli cografya ve bolgelerde
yapilan caligmalarla hastalik etkeni olan baskin serotiplerin belirlenmesi ve epidemiyolojik
Oonemlerinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Turkiye’de et¢i piliclerde FAdV
enfeksiyonlar1 iizerine yapilmig c¢alismalar bulunmaktadir (Cizmecigil vd., 2020;
Sahindokuyucu vd., 2020; Sahindokuyucu ve Yazici, 2019).

Fowl Adenovirus'larin bulag yollarinin belirlenmesi, baskin serotiplerin tespiti ve bu
serotiplerin molekiiler epidemiyolojilerinin aragtirilmasi, FAdV kaynakli hastaliklarin etkili
bir sekilde kontrolii icin kritik Oneme sahiptir. Bu baglamda, koruma ve kontrol
stratejilerinin  gelistirilmesi ile asilama prosediirlerinin belirlenmesi gerekmektedir.
FAdV'lerin epidemiyolojisiyle ilgili genis bir bilgi havuzunun olusturulmasi, etkili koruma-

kontrol programlarinin olusturulmasi ve uygulanmasi igin temel bir adimdir. Bu nedenle, bu
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alandaki c¢alismalarin siirekliligi, FAdV'lerin yayilma mekanizmalarimi ve genetik
varyasyonlarimi daha iyi anlamak amaciyla Oonemlidir. Bu tez g¢alismasinda Tiirkiye’de
dolagimda olan FAdV serotiplerinin belirlenmesi ve molekiiler epidemiyolojisi hakkinda

daha genis bilgilere ulagilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Orneklem

Tez caligmas1 kapsaminda, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na Bat1 Karadeniz, Ege ve Marmara bolgelerinde yer alan, rastgele 6rnekleme
ile se¢ilmis, 20 asili ve 20 asisiz, FAdV siipheli klinik semptomlarin ve 6liimlerin goriildiigii
et¢i pili¢ yetistirme kiimeslerinden ornekler gonderildi. Kiimeslerden iki farkli yetistirme
déneminde (1. donem ve 2. dénem) Ornekler gonderildi. Hem asili hem de asisiz kiimes
gruplarinda birinci ve ikinci yetistirme donemi arasi kiimeslere yeni yavru girisi
saglanmadan once gerekli temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin yapildigi ortalama 15
giinliik bir donem bulunmaktadir. Bu donem, kiimeslerdeki biyogiivenlik uygulamalarinin
fekal-oral yolla horizontal bulagsmaya etkisinin, kloakal sivaplar araciliiyla incelenmesi igin
onem tasir. Asili kiimes olarak gruplandirilan kiimesler, damizlik hatti agilanmig et¢i pilig
stiriilerinin temsil etmektedir. Bir yetistirme donemi igerisindeki ti¢ farkli yag grubundan (ilk

giin, 14. giin ve 28. giin) 6rnekler toplandi.

Her bir yas grubundan beser karaciger (KC) ve beser kloakal sivap (KS) 6rnegi
olmak iizere toplam 100 KC ve 100 KS 6rnegi toplandi. FAdV kokenli etgi piliglerde
meydana gelen hastaliklarin biiyiik ¢ogunlugunda karacigerin etkilenmesi nedeniyle organ
ornegi olarak karaciger secildi. Horizontal bulagsmada fekal-oral yolla bulasmanin
incelenmesi agisindan ise Kkloakal sivap ornekleri tercih edildi. Boylece bir yetistirme
donemi igerisinde 300 KC ve 300 KS &rnegi toplandi. iki farkli yetistirme déneminde asili
ve asisiz kiimeslerden toplam 1200 KC ve 1200 KS 6rnegi elde edildi. Laboratuvara gelen
ornekler, her bir 6rnek tipi kendi igerisinde olacak sekilde beser beser havuzlanarak, sonugta
240 KC ve 240 KS o6rnegi analiz edilmek iizere hazirlandi. Toplanan 6rneklere ait kiimes
yetistirme donemi, yas grubu ve as1 durumlarina goére toplanan 6rnek sayilar1 Cizelge 2.1.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Kiimes yetistirme donemi, yas grubu ve ag1 durumuna goére toplanan 6rnek sayilari

Yetistirme donemi 1. Déonem 2. Donem
Yas grubu Asili kiilmes Asisiz kiimes Asili kiimes Asis1z kiimes
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
l.glin 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS
14.glin 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS
28.glin 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS 100 KC, 100 KS
Toplam 300 KC, 300 KS 300 KC, 300 KS 300KC,300KS  300KC, 300 KS

KC: karaciger 6rnegi, KS: kloakal sivap

Kiimeslerden gonderilen Ornekler rutin sakrifiye edilen ve/veya FAdV iliskili

semptomlara (biiylime geriligi, bitkinlik, kabarik tiiyler, vb.) sahip hastalik siipheli 6lmiis

hayvanlardan rastgele ornekleme yontemi ile segildi. Ornekler belirtilen giinlerde,

kiimeslerden laboratuvara soguk zincirde gonderildi. Gonderilen Ornekler, niikleik asit

ekstraksiyonu yapilana kadar -20°C’de saklandi.

2.1.2. Ticari Kimyasal ve Soliisyonlar

Tez calismasi i¢in kullanilan tiim kimyasallar ve soliisyonlar asagida maddeler

halinde gosterilmistir:

o Viral DNA Ekstraksiyon Kiti: HiPurA® Viral DNA Purification Kit, Hindistan
e Primerler: Primer 200 nmol HPLC 250 Baz
e Tag DNA Polimeraz: Hi-Proof, DNA Polymerase 500 U
o dNTP kartsimi: ANTP Mix 40mM

e Molekiiler saf su: Molekiiler biyoloji sinifi su

e Agaroz: Prona, Biomax
e TBE ¢ozeltisi: 10X TBE HiMedia®
e DNA Ladder: Thermo Scientific GeneRuler 100 b¢ Plus DNA Ladder (SM0321)

e Yiikleme soliisyonu: Thermo Scientific, 6x Loading Dye

e Boyama soliisyonu: Hi-SYBr Safe Jel Boyasi

e Agaroz: Biomax Prona Agaroz

e Saflagtirma kiti: EXoSAP-IT

e Sephadex: Sephadex® G-100, Sigma-Aldrich, ABD
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2.1.3. Laboratuvar Ekipmanlari

Tez caligmast igin kullanilan tiim laboratuvar ekipmanlar1 ve marka, modelleri

asagida maddeler halinde verilmistir.

e Biyolojik giivenlik kabini: Safe 2020 laminar flow

e Isitic1 blok: DryBlock Heating Thermostat Bio TDB-200

e Vortex: Fine Vortex (FinePCR) Thermo Scientific, ABD

e Santrifiij: Micro CL21, Thermo Scientific™, ABD

e Sogutmali Santrifiij: Hermle Z446K

e Spektrofotometre: Thermo Scientific NanoDrop 1000 cihazi, ABD

e Pipetler: Thermo Scientific (Finnpipette F1) 0,5-10 ul, 2-20 ul, 10-100 ul, 20-200 ul,
100-1000 pl

e Termal cycler: Thermo Scientific ARKTIK Thermocycler, ABD

o Jel elektroforez tinitesi: Thermo Scientific Thermo Owl A2 large Gel System, 20 x
25 cm ebatindaki jel elektroforez iinitesi, ABD

e Jel elektroforez tinitesi taraklari: Thermo Scientific A2-24D tarak (1,5 mm kalinlik,
6,5 mm genislik, 7 pl hacim, 24 adet kuyucuk) ve A2-36D tarak (1,5 mm kalinlik,
3,5 mm geniglik, 4 pl hacim, 36 adet kuyucuk), ABD

e Giig¢ kaynagi: WEALTEC ELITE 300 Plus Power Supply

e Hassas terazi: Scaltec, SBC41, Almanya

e Goriintilleme cihazi: SYNGENE G: Box, UV transilliiminatorlii goriintiileme sistemi

e Dizi analiz cihazi: ABI 3500 Genetik Analyzer

e Tiim genom dizileme cihazi: Oxford Nanopore Technologies, MinION

e Florometre: Qubit, Thermo Fisher Scientific, ABD

2.1.4. Dizi Analiz Programlar ve Veritabanlar

Tez calismasi i¢in kullanilan tiim bilgisayar yazilimlar1 ve silirimleri asagida

maddeler halinde gosterilmistir:
e CLC Main Workbench: Qiagen 7.7.3 versiyonu, Sanger DNA dizi analizi ile edilen

dizileri hizalamada ve filogenetik agaglandirmada kullanilacak veriyi elde etmede
kullanildi.
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e Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA): Filogenetik aga¢ olusturmak
icin MEGA Versiyon 11.0.10 kullanilda.

e National Center for Biotechnology Information (NCBI): Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) ile elde edilen dizileme verilerinin verifikasyonu ve dizilerin

GenBank veri tabanina girilmesi igin kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Toplanan ve havuzlanan 6rneklerin niikleik asit ekstraksiyonuna takip eden giinler
icinde baslandi. Ayni kiimeslere ait KC ve KS ornekleri her biri kendi arasinda 1:10
derisimli PBS (Phosphate Buffered Saline) igerisinde toplanarak havuzlandi. Havuzlanan
ornekler niikleik asit ekstraksiyonu i¢in mekanik olarak homojenize edildi. Havuzlanan ve
homojenize edilen karaciger doku 6rneklerinden ticari bir ekstraksiyon kiti (HiPurA® Viral
DNA Purification Kit, HiMedia, Hindistan) ile iireticinin protokoliine uygun sekilde viral
DNA ekstraksiyonu gergeklestirildi (Cizmecigil vd., 2020; Franzo vd., 2020). Viral DNA
ekstraksiyon kiti igerisinde; sulandirma soliisyonu (1X PBS), lizis soliisyonu (C1), konsantre
6n yikama soliisyonu (PW), konsantre yikama soliisyonu (WS), eliisyon soliisyonu (RNase-
Free Water), proteinaz K, tasiyict RNA, HiElute Miniprep kolonlar1 (kapakli toplama tiipii

icinde), toplama tiipleri (Kapaksiz) ve toplama tiipleri bulunmaktadir.
Viral DNA ekstraksiyonu protokoliiniin ana basamaklar1 asagidaki gibidir:

1. Ekstraksiyon hazirlik agsamasi
*  Ornegin homojenizasyonu ve ekstraksiyon i¢in sulandirilimasi
2. Lizis asamasi
» Proteinaz K eklendi (enzimatik lizis reaksiyonu igin)
= Lizis soliisyonu ve reaksiyon kosullarin1 saglayacak (56°C’de 15 dakika)
sicaklik ve siirede inkubasyon gerceklestirildi
3. Baglanma asamasi
* Baglanmaya hazirlik asamas1
(i) Etanol (%96-100 derisimde) eklendi (Lizatin kolona baglanmasi)
(if) Oda sicakliginda (20-25°C) inkubasyon ve santrifiij asamalar ile

lizatin kolona baglanmasi sagland1
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*  On yikama asamasi
= Yikama asamasi
On yikama (PW) ve yikama (WS) soliisyonu ile DNA’nin diger
lizat materyallerinden ayristirilmasi saglandi
4. Toplama agamasi
Yikama asamasi sonrasi etanol ile ikinci yikama yapildi (ve
kolonun etanolden arinmasi igin 56°C’de 3 dakika inkubasyonu saglandi
5. Eliisyon asamast
Kolonda toplanan viral DNA’nin eliisyonu i¢in 20-150 pl aralifinda
eliisyon soliisyonu kullanildi ve santrifiije edilerek saklama kosullarina

uygun kapakli toplama tiiptinde topland1

Elde edilen DNA ekstraktlarinin konsantrasyonlar1 ve saflik olgtimleri Thermo
Scientific NanoDrop 1000 cihazi ile gerceklestirildi. DNA orneklerinin konsantrasyonlari
260 nm’de yapilan 6l¢timler ile belirlendi. DNA 6rneginin konsantrasyonu pg/ml cinsinden
“50 x A260 x seyreltme faktorii” formiilii ile hesaplandi. Absorbans okumalar1 260 nm’de
0,1 ile 1,0 arasinda tuttuldu. Elde edilen DNA o6rneginin safligi olgiiliitken 260 nm’de
Olciilen absorbans degerinin 280 nm’de Olgiilen absorbans degerine orani ile belirlendi. Bu
oranin 1,6-1,9 araliginda olmasina dikkat edildi. Spektrofotometrik analiz sonucu molekiiler

islemlere hazir hale getirilen DNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agar Jel Elektroforezi

FAdV varligim1 belirlemek amaciyla konvansiyonel PCR yontemi kullanildi. Bu
amag dogrultusunda KC 6rneklerinden ekstraksiyon sonu elde edilen viral DNA’lar hekzon
loop-1 gen bolgesi hedeflenerek PCR ile amplifiye edildi. PCR testinde kullanilan hekzon
loop-1 gen bolgesinin spesifik 590 b¢’lik alaninin amplifikasyonunda kullanilan primer seti

Cizelge 2.2.”de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. PCR ve Sanger dizi analizinde kullanilan primer seti 6zelllikleri

Primer Ad1 Primer Dizisi (5'-3") Pozisyon Uzunluk Kaynak

Hex L1-F  ATGGGAGCSACCTAYTTCGACAT  301-323

~590 bg (Raue vd., 2005)
HexL1-R  AAATTGTCCCKRAANCCGATGTA  890-868

Optimize edilmis PCR reaksiyonu, ileri ve geri primerden 2 pL (10 pmol), 2,5 uL
10x PCR Buffer (Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD), 14,8 uL Nuclease Free Water, 3
pL MgClz (25 mM), 0,5 pL ANTP (10 mM), 0,2 pL Taq Polimeraz ve 2 pL DNA olmak
iizere toplam 25 pL reaksiyon hacminden olusturuldu. PCR reaksiyonunun kosullari;
94°C'de 3 dakika 6n denatiirasyon, 30 dongiiden olusan 94°C'de 1 dakika denatiirasyon,
54°C'de 1 dakika baglanma, 72°C'de 1 dakika uzama ve son olarak 72°C'de 7 dakika son
uzama olarak ayarlandi. Tiim PCR reaksiyonlar1 i¢in pozitif ve negatif kontroller dahil
edildi. Calismada sekans analizi ile FAdV-11 serotipine ait oldugu belirlenen GenBank
erisim numarast OP985298 olan FAdV susu, negatif kontrol olarak ise molekiiler saf su

kullanildi.

PCR amplikonlari, Hi-SYBr Safe Gel Stain (HiMedia, Hindistan) ile %1,5 agaroz
jele yiiklendi, 0,5X TBE Buffer i¢inde kosturuldu. Elektroforez sonunda UV

transilliiminatorde agar jelin goriintiileri alinarak pozitif sonuglar kaydedildi.

Karaciger orneklerinden PCR ile FAdV varligi belirlenen tim kiimeslerin KS

ornekleri de PCR ile test edilerek patojen FAAV sag¢ilimi arastir1ldi.

2.2.3. Hekzon Gen Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

PCR sonucu FAdV yoniinden pozitif ¢ikan amplikonlar, ExoSAP-/T™ (Thermo
Scientific, ABD) ile enzimatik olarak saflastirildi. Her bir PCR pozitif amplikon igin iirtiniin
protokoliine uygun olarak 5 uL. PCR amplikonu ile 2 pL EXoSAP-/T™ kullanildi. Dongii
kosullari ise 37°C’de 30 dakika ve 80°C’de 15 dakika olarak uygulandi.

Saflagtirilan amplikonlarin Hekzon geni Loop-1 bdélgesinin 590 bg¢’lik fragmenti
zincir sonlandirma PCR’si ile amplifiye edildi. Bu asamada, ileri (Hex L1-F) ve geri (Hex
L1-R) primerler kullanildi. Zincir sonlandirma PCR’sine ait reaksiyon hacimleri Cizelge

2.3.’te gosterilmistir. Zincir sonlandirma PCR’sine ait reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.4.’te
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gosterilmistir. Zincir sonlandirma PCR’si BigDye™ Direct Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, ABD) protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

Cizelge 2.3. DNA dizi analizi PCR bilesen ve hacimleri

Bilesen Hacim (ul)
Deiyonize su 2
BigDye 2
5x Buffer 2
Primer 2
Kalip DNA 2
Toplam 10

Cizelge 2.4. DNA dizi analizi PCR dongii kosullar

PCR basamagi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayis1
On denatiirasyon 96 1dk -
Denatiirasyon 96 10 sn
Baglanma 50 5sn 25
Uzama 60 4 dk

Ileri ve geri primerler ile gergeklestirilen sekans PCR’1 sonrasi elde edilen
amplikonlar, Sephadex (Oxoid, Birlesik Krallik) jel filtrasyon yontemi ile saflastirildi. Jel
filtrasyonu ile dizilemeye uygun hale getirilen amplikonlar, ABI 3500 dizileme cihazi
(Applied Biosystems, ABD) ile ¢ift yonlii olarak dizilendi.

Dizileme sonucu elde edilen sekans verileri CLC Genomic Workbench v6.0 ile
incelendi. Her iki yonlii okuma sonuglar1 hizalanarak elde edilen yaklasik 590 bg’lik dizi
National Center for Biotechnology Information BLAST analizi kullanilarak serotip bazinda
teshis edildi. Serotipleri belirlenen tiim 6rneklere ait hekzon gen dizileri ve bu gen dizilerine
en c¢ok benzeyen hekzon gen dizileri NCBI GenBank’tan temin edilerek Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 11 (MEGA 11) yazilimu ile hekzon genleri i¢in

filogenetik agag olusturuldu (Cizmecigil vd., 2020; Franzo vd., 2020).
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2.2.4, Tim Genom Dizileme

Gergeklestirilen hekzon loop-1 gen bdolgesi Sanger dizi analizi sonrasi yapilan
filogenetik analiz sonunda ¢izilen agagta ayni taksonda yer alan orneklerden rastgele bir
ornek secilerek tiim genom dizilemesi gergeklestirildi. Tim genom dizileme amplikon bazlt
dizileme yontemi ile, secilen 6rnegin direkt KC dokusundan elde edilmis niikleik asit
orneginden gergeklestirildi. Elde edilen tiim genom datas1 GenBank’a yiiklendi. Amplikon
bazli tiim genom dizilime i¢in MinlON (Oxford Nanopore Technologies) yeni nesil dizileme
cihazi kullanuldi.

2.2.4.1. Primerlerin Tasarlanmasi

Adenovirus’un amplikon bazli olarak tespitine yonelik gelistirilen yeni nesil
dizileme yontemi i¢in Fowl Adenovirus E’ye ait genomlar NCBI’dan indirilerek MEGA
programu ile hizalandi. Her gen bolgesine yonelik olan korunmus ve overlap yapilabilecek
bolgeler belirlendi. Adenovirusa ait tiim genomun dizilenebilmesi i¢in tasarlanan primer
dizileri tasarlanirken tek bir dizilime spesifik olmasi, oligoniikleotitlerin kendi iginde
karsilikl1 eslenik baz dizileri icermemesi, dimer olusumuna neden olacak sekilde birbirleri
ile eslenik olmamasi, uzunlugunun 18-24 baz arasinda olmasi, Tm’lerinin birbirine denk
veya yakin olmasi ve iigten fazla tekrar eden baz olmamasi gibi kriterler g6z Oniinde

bulunduruldu. Primerler tasarlanirken Primer3 (https://primer3.ut.ee/) programi kullanildi.

Primerlerin spesifik olup olmadigi NCBI Primer-BLAST online programi ile
kontrol edildi. Primerler tasarlanirken multipleks reaksiyon yapilabilmesi amaciyla primer
baglanma sicakliklarinin birbirine yakin olmasi amaglandi. Bu amagla tiim primerler ve
problarin baglanma sicakliklarinin (Tm) yaklasik 60°C olmasi saglandi. Tasarlanan primer
setlerinin en iyi hangi sicaklik degerlerinde calistigim1 bulmak amaciyla 55-65°C arasinda
gradient PCR vyapildi. Gradient PCR ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak ¢alisma
kapsaminda elde edilen pozitif drneklerden yapilan niikleik asit ekstraktlar1 kullanildi.
Gradient PCR kurulum hazirhginda, 100 pM'lik primerlerden esit miktarda alinarak
olusturulan iki primer havuzu, niikleaz igermeyen su ile 1:9 oraninda sulandirildi. Ardindan,
her bir primer havuzuna 2x HiFi Taq Master Mix (HF105, MobiomX) enzimi, 0,5 ng/uL
kalip DNA ve 8 uM primer ile bes farkli baglanma sicakligi igin gradient PCR reaksiyonu
kuruldu. Kurulan gradient PCR bilesen ve hacimleri Cizelge 2.5.’da gosterilmistir. PCR
reaksiyonu BioRad CFX96 cihazinda gergeklestirildi. Kurulan gradient PCR kosullari
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Cizelge 2.6.’de yer almaktadir. Calismada 54°C 56,1°C, 58,1°C, 60,3°C ve 62°C sicakliklari
test edildi.

Cizelge 2.5. Tiim genom dizileme i¢in kurulan Gradient PCR bilesen ve hacimleri

Bilesen 1x Reaksiyon Hacmi 5,5x havuz A 5,5x havuz B
2x HiFi Taq Master Mix SuL 27,5 puL 27,5 pL
Primer Mix 0,8 uL 4,4 uL 4,4 uL
DNA 0,4 pL 2,2 uL 2,2 uL
Su 3,8uL 20,9 uL 20,9 pL
Toplam 10 uL 55 uL 55 uL

Cizelge 2.6. Tiim genom dizileme i¢in kurulan Gradient PCR kosullari

PCR Basamag Sicakhik Siire Dongii
[k Denatiirasyon 95°C 1dk -
Denatiirasyon 95°C 15sn
Baglanma 54-62°C 15sn 35
Uzama 72°C 30sn
Son Uzama 72°C 7 dk -
Son 4°C o -

Reaksiyon sonunda elde edilen amplikonlar %1°lik agaroz jelde, 2000 b¢ DNA
ladder (DL2-01, MobiomX) ile yiritildi. Sicakliklar arasinda en verimli ¢alistigi belirlenen
iki sicaklik i¢in PCR iriinlerinin konsantrasyonlart Qubit (Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific, ABD) ile spektroflorimetrik olarak 6l¢iildi ve Cizelge 2.7.’de belirtilen sekilde

amplikon havuzlari olusturuldu.
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Cizelge 2.7. Amplikon havuzlarina ait konsantrasyon ve hacim bilgileri

Konsantrasyon 64,8 ng Amplikon igin Son Hacim
Havuzlar ) Su (uL)
(ng/ pL) Gereken Miktar (uL) (uL)
58,3°CHavuz A 23 2,8
7,3 12
58,3°CHavuz B 33,8 1,9
60,3°CHavuz A 21,6 3
6,4 12
60,3°CHavuz B 25 2,6

2.2.4.2. Yeni Nesil Dizileme

Kiitiiphane hazirligi Oxford Nanopore Teknolojileri ile Ligasyon temelli kiitiiphane
hazirlik protokolii (SQK-LSK109 ve EXP-NBB104) ile ger¢eklestirildi. Amplikon dizileme
protokolii takip edilerek orneklerin ug¢ tamiri gergeklestirildi. Ardindan 6rneklere barkod
dizileri eklendi ve esit miktarda barkodlu amplikon tek bir tiipe pipetlenerek adaptor
ligasyonu gerceklestirildi. Yeterli miktarda kiitiiphane akis hiicresine yiiklendi.
Gergeklestirilen dizileme islemi sonunda Ornekten yeterli miktarda veri alindiktan sonra

dizileme islemi durduruldu.

2.2.4.3. Biyoinformatik Analizler

Bu ¢alismada, Fowl Aviadenovirus E'nin Oxford Nanopore Technologies platformu
kullanilarak elde edilen dizileme verileri, kapsamli bir bioinformatik analize tabi tutuldu. Tk
adim olarak, Guppy yazilimi ile basecalling islemi gergeklestirildi. Ardindan elde edilen ham
dizileme verileri, FastQC ve NanoPlot kullanilarak kalite kontroliinden gegirildi. Kalite
kontrol asamasindan sonra, bu veriler Minimap2 araciligiyla Fowl Aviadenovirus E'nin
NC_014969.1 numaral1 referans genomuna basariyla hizalandi. Hizalama islemi sonrasinda,
Samtools ve IGV kullanilarak hizalama kalitesi ve kapsama derinligi analiz edildi. Varyant
analizi i¢in, hizalanan veriler BCFtools ve Nanopolish ile incelenerek, Fowl Aviadenovirus
E'nin genomik yapidaki varyasyonlar1 ve potansiyel mutasyonlar1 detayl: bir sekilde ortaya
c¢ikarildi. Son olarak bir varyasyon analizine dayanarak bir consensus genom olusturuldu.
Dizileme sonrasi elde edilen tiim genomun GenBank veri bankasina girisi saglandi ve erisim

kodu alindi.
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2.2.4.4. Filogenetik Analizler

Filogenetik analizler, bioinformatik islemlerden elde edilen verilerin derinlemesine
incelenmesiyle gerceklestirildi. MEGA v11 yazilimi kullanilarak, elde edilen consensus dizi
NCBI’dan elde edilen benzer genomlar ile hizalanarak bu hizalama verisi lizerinden ¢oklu
dizilim hizalamas1 yapildi. Daha sonra, hizalama verisi kullanilarak Muscle algoritmasi
kullanilarak filogenetik aga¢ ¢izimi gergeklestirildi. Cizilen filogenetik agag iToL programi
yardimiyla gorsellestirildi. Bu filogenetik agag Fowl Aviadenovirus E'nin benzer tiirler arasi
iligkilerini, evrimsel ge¢misini ve cografi dagilimini aydinlatmakta kullanildi. Ayrica, bu
analizler virusun ev sahibi degisimleri, adaptasyon siirecleri ve potansiyel evrimsel

dinamikleri hakkinda 6nemli bilgiler sagladi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik ve Nekropsi Bulgulari

Belirtilen giinlerde, kiimeslerden laboratuvara soguk zincirde gonderilen 6rneklerin
toplandigr kiimeslerin hepsinde biiylime geriligi, bitkinlik, kabarik tiiyler gibi klinik
semptomlara sahip oldugu belirlendi. Nekropsi sonucu Karaciger solgun renkte, ¢abuk
parcalanan ve sismis durumda, karacigerde beyaz fokal lezyonlar, ekimotik kanamalar ya da
petesiler gozlemlendi. Tez calismasinda, test edilmek iizere bu tip makroskopik bulgu
gosteren KC ornekleri toplandi. Nekropsi sonucu gozlemlenen bazi lezyonlari igeren

gorseller Sekil 3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1. FAdV kaynakli hastalik siipheli hayvanlarin nekropsi incelemesinden elde edilen
makroskobik bulgular

Mavi ok: Karacigerde solgun renk, Sari ok: Cabuk pargalanan ve sismis karaciger, Kirmizi ok: Ekimotik
kanamalar ya da petesileri gostermektedir.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular:

Orneklerde FAdV varligini belirlemek amaciyla gerceklestirilen PCR uygulamalari
sonucunda karacigerde FAdV iliskili nekropsi bulgulari saptanan tiim kiimeslerde pozitiflik

saptand1. Orneklerin toplandig1 20 asisiz ve 20 asili kiimeslerden ii¢ farkli yas araliginda ve
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iki doneminde karaciger 6rneklerinden toplamda 42 pozitiflik saptandi. Bu pozitif 6rneklerin
7 tanesi asili kiimeslerden, 35 tanesi asisiz kiimeslerden elde edildi. Asili ve asisiz
kiimeslerde iki yetistirme doneminde higbir kiimeste birinci giinde pozitiflik saptanamazken,
14’tincti glinde 18 kiimeste, 28’inci giinde ise 24 kiimeste pozitiflik saptandi. Asili
kiimeslerde her iki yetistirme doneminde de pozitiflik saptanan bir kiimes belirlendi. Asisiz
kiimeslerde her iki yetistirme doneminde pozitiflik saptanan 7 kiimes belirlendi. Karaciger
orneklerinden pozitiflik saptanan tiim kiimeslerde kloakal sivap 6rneklerinden de pozitiflik
saptandi. Karaciger orneklerinden FAdV negatif c¢ikan giinlerde, KS orneklerinden asili
kiimeslerde bir, asisiz kiimeslerde ise {i¢ Ornekte pozitiflik saptandi. KS orneklerinde
toplamda 42 pozitiflik saptandi. Karaciger 6rneklerinden FAdV pozitif ¢ikan giinlerde asisiz
kiimeslerden 4 adet KS 6rneginde FAdV negatiflik saptandi. Kiimes ve déonem bazinda elde
edilen pozitif sonuglar bolgeleri ile birlikte Cizelge 3.1.’de gosterilmistir. Sekil 3.2.”de ise

PCR sonucu pozitif drneklerden elde edilen agaroz jel elektroforez goriintiisii sunulmustur.

Sekil 3.2. Baz1 FAdV pozitif 6rneklerin jel elektroforez goriintiisii

M: Marker; S1: KC/V3-D14-P1, S2: KC/NV8-D14-P1, S3: KS/NV11-D14-P1 kodlu pozitif 6rnekler; NK:
Negatif Kontrol; PK: Pozitif Kontrol.
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3.3. Hekzon Gen Bolgesi Dizi Analizi Bulgular:

Hekzon gen bolgesi dizi analizi sonucu tiim pozitif 6rneklerin FAdV-8b genotipine
sahip oldugu goriildii. Aynm1 kiimeslerden farkli giinlerde saptanan FAdV pozitif 6rneklerin
hekzon gen dizileri karsilagtirildiginda birbirlerine %100 oraninda benzedigi anlasildi. KS
orneklerinden yiiriitillen hekzon loop-1 gen bolgesi dizi analizi sonucu hem kendi aralarinda
hem de KC o&rneklerinden elde edilen dizilerle %100 homoloji saptandi. Bu sebeple her
kiimesi temsilen KC 6rneklerinden elde edilen sadece bir hekzon loop-1 gen dizisi se¢ilip
GenBank girigi yapilarak erisim numarasi alindi. GenBank’a girisi saglanan hekzon gen

bolgesi dizilerinin erisim numaralari ve eslesen kiimes kodlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. GenBank erisim numaras1 alinan FAdV Hekzon Loop-1 gen bolgesi dizilerinin as1
durumu, kiimes numarasi, yas ve yetistirme dénemine gore kodlanmasini gosterir gizelge

Pozitiflik Saptanan

Erisim Kodu Kiimes Kodu Giinler / Dénem
OR670689 V3-1 14,28/1
OR670690 V5-1 28/1
OR670691 V5-2 14,28/2
OR670692 V13-2 14,28/2
OR670693 NV2-1 14,28/1
OR670694 NV3-1 28/1
OR670695 NV3-2 14,28/2
OR670696 NV4-1 28/1
OR670697 NV5-1 14,28/1
OR670698 NV5-2 14,28/2
OR670699 NV8-1 14,28/1
OR670700 NV8-2 14,28/2
OR670701 NV9-1 28/1
OR670702 NV11-1 14,28/1
OR670703 NV11-2 2812
OR670704 NV12-1 14,28/1
OR670705 NV12-2 14,28/2
OR670706 NV14-2 14,28/2
OR670707 NV16-1 14,28/1
OR670708 NV16-2 14,28/2
OR670709 NV18-2 14,28/2
OR670710 NV19-1 14,28/1
OR670711 NV19-2 2812
OR670712 NV20-2 14,28/2

Evrimsel agaglar, filogenetik iliskilerin ortaya konulmasi amaciyla hekzon gen
bolgesi dizileri ile Maximum Likelihood (ML) yontemi kullanilarak ¢izildi. Evrimsel agaglar
Tamura-Nei modeli ile Neighbor-Joining (NJ) algoritmast kullanilarak MEGAT11

programinda olusturuldu. Filogenetik agaglar olusturulurken kullanilan referans dizilere ait
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GenBank erisim bilgileri, bildirildigi iilke, y1l, dizi uzunlugu izolat bilgileri ve ait olduklari

tiir/serotip bilgileri Cizelge 3.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Filogenetik agag¢ olusturulurken kullanilan referans dizilere ait meta veriler

Uzunluk

Erisim

Tiir  Serotip izolat (be) numarass Yil Ulke
A 1 FAV1/Jiangxi/chicken/X2122/2019 743 ON502476 2022 Cin
A 1 FAV1/Shanghai/chicken/S2029/2019 743 ON502467 2022 Cin
C 4 FAV4/Jiangxi/chicken/X2001/2019 731 ON502556 2022 Cin
C 4 FAV4/Hubei/chicken/H2176/2019 731 ON502550 2022 Cin
D 11 USP-BR-418.14 798 KY229169 2018 Brezilya
E YR36 899 AF508955 2016 Bel¢ika
E ATCC VR-832; B-3A 902 AF339922 2001 Belgika
E 8a FAV8a/Jiangxi/chicken/X2225/2019 749 ONb502587 2022 Cin
E 8a FAdV-8a-D4/4 680 MT459137 2021 fran
E 8b FADV/(lsazipur/BangIadesh/GOQ/ZOZ 709 OP502745 2023 Banglades
E 8b FAV8b/Hubei/duck/H2138/2019 749 ON502589 2022 Cin
E 8b ADL17 0258 596 MN737053 2020 G. Kore
E 8b UPM/FAdV/522D/2017 628 MW856093 2021 Malezya
E 8b FAdV/IRIBH-21 680 MT459105 2021 Iran
E 8b vsn094mlg318 720 MK692992 2019 Endonezya
E 8b 20489-M/2015 Debrecen 549 MG953210 2019 Macaristan
E 8b ID-HCI-037 846 MG765467 2018 Peru
E 8b IR/H651.3/13 546 KY019206 2017 Iran
E 8b NSW-6/100932 564 KT037700 2017 Avustralya
E 8b TR/BVKE/CA/CAK 880 MK937073 2019 Tiikiye
E 8b TR/BVKE/R/B-8 887 MK937071 2019 Tiikiye
E 8b FAdV-E 572 MN052902 2020 Tiirkiye
E 8b TR/IBVKE/R/Y 884 MK937076 2019 Tiirkiye
E 8b R/BVKE/R/D-1 876 MK937075 2019 Tiirkiye
E 8b TR/BVKE/CAICYG 881 MK937074 2019 Tiirkiye

Elde edilen 24 FAdV-8b hekzon loop-1 gen bolgesi dizileri ile Tiirkiye ve diinyada

cesitli caligmalarda elde edilmis farkli FAdV serogruplarina ait hekzon loop-1 gen bolgesi

dizileri kullanilarak cizilen filogenetik aga¢ Sekil 3.3.’te gosterilmistir. Tiirkiye ve diinyada

yapilmis ¢alismalardan elde edilen FadV-8b hekzon gen boélgesi dizileri ile tez ¢alismasinda

elde edilen FAdV-8b dizileri kullanilarak elde edilen aga¢ Sekil 3.4.’te gOsterilmistir.
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ORGET0712 (TR AUVF NV20-2)
ORGET0711 (TR AUVF NV19-2)
ORGT70710 (TR AUVF NV19-1)
ORGT0709 (TR AUVF NV18-2)
ORGE70708 (TR AUVF NV16-2)
ORG70707 (TR AUVF NV16-1)
ORGE70706 (TR AUVF NV14-2)
ORE70705 (TR AUVF NV12-2)
ORE70704 (TR AUVF NV12-1)
ORE70703 (TR AUVF NV11-2)
ORE70702 (TR AUVF NV11-1)
ORE70701 (TR AUVF NV9-1)
ORE70700 (TR AUVF NV8-2)
33% | ORB70699 (TR AUVF NV8-1)
OR6E70698 (TR AUVF NV5-2)
ORE70697 (TR AUVF NV5-1)
OR670696 (TR AUVF NV4-1)
OR670695 (TR AUVF NV3-2)
ORGT0694 (TR AUVF NV3-1)
ORGT0693 (TR AUVF NV2-1)
OR6T0692 (TR AUVF V13-2)
ORGT0691 (TR AUVF V5-2)
[| ORE70680 (TR AUVF V5-1)
ORGE70689 (TR AUVF V3-1)
MK937073 (FAdV-8b TUR)
MKE929852 (FAJV-8b IDN)
MVWE56093 (FAdV-8b MYS)
99% 39T|:|j MKO37071 (FAdV-8b TUR)
p3x - KT037700 (FAdV-8b AUS)
i“r OP502745 (FAdV-8b BGD)

w

ON502580 (FAJV-8b CHN)
MGA53210 (FAJV-8b HUN)
%% | MT459105 (FAdV-8b AUS)
KY019206 (FAdV-8b IRN)
g9 39% | MG765467 (FADV-8b PER)

I: AF508955 (FAdV-7 BEL)
98% AF339922 (FAdV-7 BEL)

ON502587 (FAdV-8a CHN)
g9z | MT459137 (FAdV-8a AUS)
KY229169 (FAdV-11 BRA)
3% | ON502556 (FADV-4 CHN)
I on502550 (FAdV-4 CHN)

943 | ON502476 (FADV-1 CHN)
s | ON502467 (FAdV-1 CHN)

Sekil 3.3. Tez ¢alismasinda elde edilen Hekzon Loop-1 gen bolgesi dizileri ile Tiirkiye ve diinyadan

farkli serotiplere ait rastgele segilmis diziler kullanilarak ¢izilen filogenetik agac

Filogenetik aga¢ olusturulurken tez ¢aligmasinda elde edilen 24 adet FAdV-8b hekzon loop-1 gen bolgesi dizisi
ve 20 adet referans dizi kullanilmistir. Filogenetik agag MEGA versiyon 11 kullanilarak Neighbore-Joinining

yontemi ile olusturulmustur.
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ORE70712 (TR AUVF NV20-2)
ORE70711 (TR AUVF NV19-2)
ORE70710 (TR AUVF NV19-1)
OR670709 (TR AUVF NV18-2)
OR670708 (TR AUVF NV16-2)
ORE70707 (TR AUVF NV16-1)
ORG70706 (TR AUVF NV14-2)
OR670705 (TR AUVF NV12-2)
OR670704 (TR AUVF NV12-1)
OR670703 (TR AUVF NV11-2)
OR670702 (TR AUVF NV11-1)
ORG70701 (TR AUVF NV9-1)
ORG70700 (TR AUVF NV8-2)
ORG70699 (TR AUVF NV8-1)
ORG70698 (TR AUVF NV5-2)
| ORB70697 (TR AUVF NV5-1)
ORG70696 (TR AUVF NV4-1)
ORG70695 (TR AUVF NV3-2)
ORG70694 (TR AUVF NV3-1)
ORG70693 (TR AUVF NV2-1)
OR670692 (TR AUVF V13-2)
OR670691 (TR AUVF V5-2)
ORG70690 (TR AUVF V5-1)
ORG70689 (TR AUVF V3-1)
100z | | MK692992 (FAQV-8b IDN)
||| MNO52802 (FAAV-8b TUR)
MK937075 (FAdV-8b TUR)
MK937074 (FAdV-8b TUR)
MK937073 (FAdV-8b TUR)
MVVS56093 (FAAV-8b MYS)
MK937076 (FAdV-8b TUR)
MK937071 (FAdV-8b TUR)
KT037700 (FAdV-8b AUS)
% — OP502745 (FAdV-8b BGD)
{rowsozssg (FAdV-8b CHN)
* 1MG953210 (FAV-8b HUN)
MN737053 (FAV-8b KOR)
MT459105 (FAAV-8b AUT)
KY019206 (FAdV-8b IRN)
MG765467 (FAQV-8b PER)
MK937072 (FAdV-11 TUR)

100%

=
=
G

100

=

0.050

Sekil 3.4. Tez ¢alismasinda elde edilen FAdV-8b Hekzon Loop-1 gen bélgesi dizileri ile Tiirkiye ve

diinyadan rastgele se¢ilmis hekzon gen bolgesi dizileri kullanilarak gizilen filogenetik agag

Filogenetik aga¢ olusturulurken tez ¢alismasinda elde edilen 24 adet FAdV-8b hekzon loop-1 gen
bolgesi dizisi ve 17 adet referans dizi kullanilmistir. Filogenetik agac MEGA versiyon 11 kullanilarak komsu

birlestirme yontemi ile olusturulmustur.
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Yapilan filogenetik analiz sonucu tez ¢aligmasinda elde edilen tiim dizilerin Fowl
Aviadenovirus E tiirii 8b serotipine ait oldugu belirlendi. Tiirkiye ve diinyanin cesitli
iilkelerinden izole edilen farkli serotipler arasindan ¢alismada elde edilen ve tamami %100
homolog olan 24 hekzon loop-1 gen bdlgesinin en yiiksek homolojiyi (%100) MK692992
erigim numarali FAdV-8b susu ile gosterdigi goriildii. Kullamilan FAdV-8b serotipleriyle
%100-96,72 araliginda degismek iizere, benzerlige sahip oldugu belirlendi. Tez ¢aligmasinda
elde edilen FAdV-8b (tamamu birbiri ile %100 homolog) hekzon loop-1 gen bdlgesi dizileri
ile filogenetik analizde kullanilan referans diziler arasindaki benzerlik oranlari Cizelge

3.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Filogenetik agaclarin olusturulmasinda kullanilan referans gen dizilerinin tez
caligmasindan elde edilen Hekzon Loop-1 gen bolgeleri (OR670689-OR670712) ile filogenetik
benzerlik oranlari

GenBank erisim numarasi Filogenetik Benzerlik Orani (%)
MK692992 (FAdV-8b_IDN) 100,00
MK937073_(FAdV-8b_TUR) 99,82
MK937075_(FAdV-8b_TUR) 99,82
MK937074_(FAdV-8b_TUR) 99,82
MG953210_(FAdV-8b_HUN) 99,08
ON502589_(FAdV-8b_CHN) 98,20
OP502745_(FAdV-8b_BGD) 97,83
MG765467_(FAdV-8b_PER) 97,83
KT037700_(FAdV-8h_AUS) 97,47

MW856093 (FAdV-8b_MYS) 97,46
MN737053_(FAdV-8b_KOR) 97,46
MT459105_(FAdV-8b_AUS) 97,46

KY019206_(FAdV-8b_IRN) 97,20
MK937071_(FAdV-8b_TUR) 96,72
MK937076_(FAdV-8b_TUR) 96,72

AF508955 (FAdV-7_BEL) 88,36

AF339922 (FAdV-7_BEL) 87,99
ON502587_(FAdV-8a_CHN) 76,09
MT459137_(FAdV-8a_AUS) 76,08
KY229169 (FAdV-11 BRA) 59,68
MK937072_(FAdV-11_TUR) 58,48

ON502467_(FAdV-1_CHN) 42,92

ON502476_(FAdV-1_CHN) 42,49

ON502556_(FAdV-4_CHN) 41,33

ON502550_(FAdV-4_CHN) 41,33
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3.4. Tiim Genom Dizileme Bulgulari

Adenovirus tim genomunu dizilemek i¢in, yaklasik 1200 baz ¢ifti uzunlugunda 44
cift primer tasarlandi. Tasarlanan primerler ve bu primerlerin 6zellikleri Cizelge 3.5.°te

verilmistir,

Cizelge 3.5. Tim genom dizilemede kullanilan primerlerin adi, i¢inde bulundugu havuz, yonii,
konumu, dizisi, uzunlugu, GC orani ve erime sicakligi (Tm)

Primer Ad1 Havuz Primer Dizisi Uzunluk %GC Tm
adeno_1 LEFT 1 AATACACTCCCCCACACCCC 20 60 61,23
adeno_1 RIGHT 1 CGAAGCGCTCTTCCAGATCC 20 60 60,89
adeno_2_LEFT 2 TATAGACGTGGGTGCCGGG 19 63,16 61,05
adeno_2_ RIGHT 2 ATCGCTTCGGCCAAGAACG 19 57,89 61,02
adeno_3_LEFT 1 CCCGATCGAAGAGAACCCCT 20 60 61,06
adeno_3_RIGHT 1 GTCACCACCGACCTCAACAG 20 60 60,62
adeno_4_LEFT 2 CGAGCCAGTAGGTGCAGATG 20 60 60,55
adeno_4 RIGHT 2 CAGGCGCGAACTCAAAGACT 20 55 60,96
adeno 5 LEFT 1 GAATTCGGGGGATCGTACAGC 21 57,14 60,97
adeno_5 RIGHT 1 GATCAGCTGCCCACCAACC 19 63,16 60,97
adeno_6_LEFT 2 TCGAAATCCCTGTCCCCCTC 20 60 61
adeno_6_RIGHT 2 ATCCTCTCCTGCCACATCCC 20 60 61,08
adeno_7_LEFT 1 GGAGTAGGTGAGCCAGCTGA 20 60 60,99
adeno_7_RIGHT 1 GACACGGGGACTACCTCTACC 21 61,9 61,12
adeno_8_LEFT 2 GGAAGTCTTGGTCGTCGTGG 20 60 60,68
adeno_8_RIGHT 2 CAATCACGACTCCCTCACGG 20 60 60,47
adeno 9 LEFT 1 TCTCCTCCTCCTCTCCTCGT 20 60 60,64
adeno_9_RIGHT 1 CTGCCTCGAGTACTGCATGC 20 60 61,17
adeno_10_LEFT 2 GTATTGCTGGGGATGGTGGG 20 60 60,48
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Cizelge 3.5. Devam

adeno_10_RIGHT CGCAACCACACCTGTAACGA 20 55 60,89
adeno_11_LEFT AGCTGTTTGGAGTGGGGGT 19 57,89 61
adeno_11_RIGHT GTCGCCTCCACGCTCTACTA 20 60 61,11
adeno_12_LEFT CGGGGTTAGATTGCTCGCTC 20 60 60,89
adeno_12_RIGHT CGTTAGCACTCTGGCCACG 19 63,16 61,02
adeno_13_LEFT GAGTCCCCTTCTGTCGGTGA 20 60 60,92
adeno_13_RIGHT ATGATGATGTTGGCGGCGG 19 57,89 61,11
adeno_14 LEFT CCATGGGAAAGTCTGAGGCG 20 60 60,76
adeno_14_RIGHT GGTTGTTGTACACCCCCACC 20 60 60,84
adeno_15_LEFT AAGATCGCGGCCAAGAACG 19 57,89 61,02
adeno_15_RIGHT GCGGTTCTGCAGCAGGTAG 19 63,16 61,03
adeno_16_LEFT CCTGCGGCTGTACAAAGAGG 20 60 61,04
adeno_16_RIGHT GAAACCCGAACTCGTGGTGG 20 60 61,24
adeno_17_LEFT TAGGCAAGACAGGGAGAGCG 20 60 61,34
adeno_17_RIGHT GATCACGTCCTGATCGGCAC 20 60 60,89
adeno_18_LEFT GTCGACTTTACGTACAGCCGG 21 57,14 61,15
adeno_18_RIGHT CAGTAGTCGATCTCCTCAACGTG 23 52,17 60,73
adeno_19 LEFT AAGGAAGGGAGGAGGAGGGA 20 60 61,18
adeno_19_RIGHT CGAATCACGCCGCTGTCTT 19 57,89 61,02
adeno_20_LEFT GGAGGCGCTATAAACTGGGC 20 60 60,9
adeno_20_RIGHT ACGGATTGGTCATTTGCCCC 20 55 60,99
adeno_21_LEFT TGCTCGACAGAGGTCCTTCC 20 60 61,27
adeno_21_RIGHT GTTGTCCATCTGGTCGACGG 20 60 60,75
adeno_22_LEFT CCCCGAAACCGATAACGTGG 20 60 61,1
adeno_22_RIGHT GCGTGGACGGAATGGACTC 19 63,16 60,73
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Cizelge 3.5. Devam

adeno_23_LEFT 1 CAACTCGGGCTACATCGCG 19 63,16 61,16
adeno_23_RIGHT 1 GCAAAGGAGACGACGACAGG 20 60 61,03
adeno_24_LEFT 2 CACTACGAGCGACACTGACG 20 60 60,81
adeno_24_RIGHT 2 CCGTAGAGTTTGGCGCTCAG 20 60 61,09
adeno_25_LEFT 1 AGTACCTCCCAGCTTGGTCC 20 60 60,93
adeno_25_RIGHT 1 ATGAGCACACTTGACGGCG 19 57,89 60,95
adeno_26_LEFT 2 GGCGGTTCGTGGAAGCTATC 20 60 61,17
adeno_26_RIGHT 2 CTGCGGTTGGCTTTGCAAC 19 57,89 60,88
adeno_27_LEFT 1 CCTCCGGAATATCGCGAAGTG 21 57,14 61,03
adeno_27_RIGHT 1 CCACAGGTATCCTCCGTGGT 20 60 60,99
adeno_28_LEFT 2 TACCCCTCCGATTTCGTCCC 20 60 61,06
adeno_28_RIGHT 2 GGTGCCTGACCCAGCTTCTA 20 60 61,57
adeno_29_LEFT 1 AAGGAGCTGAAGAGGCCTCC 20 60 61,29
adeno_29_RIGHT 1 GAAACCACTTCGGCGTCCTC 20 60 61,31
adeno_30_LEFT 2 GCAACTTTCGGGAGGTGTCC 20 60 61,25
adeno_30_RIGHT 2 CCGAGTTCTTTGCCCTGTCC 20 60 60,97
adeno_31_LEFT 1 GGTTGATGACGTCGACTGGG 20 60 60,75
adeno_31_RIGHT 1 GGGACAGGCTGATGGGTATC 20 60 59,62
adeno_32_LEFT 2 CTTCTTCAGTTGTCCCGCCC 20 60 60,97
adeno_32_RIGHT 2 CCGTGGGACTCATTCACTGC 20 60 61,04
adeno_33_LEFT 1 CCTCCCGCAATGATTCTCCG 20 60 60,9
adeno_33_RIGHT 1 GATTTTTCCCCGGGCGGTT 19 57,89 60,9
adeno_34_LEFT 2 GCTGAACCATATGGCTCCGC 20 60 61,53
adeno_34_RIGHT 2 CGAACGGCGGATCTCAAGTC 20 60 61,16
adeno_35_LEFT 1 CGTCAGCCAGAAAGGAGACTC 21 57,14 60,5
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Cizelge 3.5. Devam

adeno_35_RIGHT TCGGGAAGTTTCTGTCGGACA 21 52,38 61,47
adeno_36_LEFT CCTCCGGTAACAAACGTGGG 20 60 60,97
adeno_36_RIGHT CCAACTCTGATTTTTCGAACTTCGT 25 40 60,65
adeno_37_LEFT CTCGGAAGACTCAACACCGC 20 60 61,03
adeno_37_RIGHT TGTCCATAGGGGGTGGTCG 19 63,16 60,61
adeno_38_LEFT TTTCTTTAATAAAAAGCCCACCCCC 25 40 60,37
adeno_38_RIGHT AGACTAAGTCCGACAGGGGTG 21 57,14 61
adeno_39_LEFT CTCAAGATGAGGAGGCGTGG 20 60 60,2
adeno_39_RIGHT GCTGAGATACGCGGACACG 19 63,16 60,87
adeno_40_LEFT CACCCCTGTCGGACTTAGTCT 21 57,14 61
adeno_40_RIGHT CGTTGGGACGGAGGTCAAAG 20 60 60,97
adeno_41_LEFT CCGCAGACCAAAGGAACCTC 20 60 60,97
adeno_41_RIGHT CGAATGACCGTGTACAGTGTGT 22 50 61,04
adeno_42_LEFT GGACACGCTGTGAATCCCAG 20 60 61,04
adeno_42_RIGHT CCGACAATAGAGGTGCGTGG 20 60 60,82
adeno_43_LEFT GACAAGCAGAGCAGGTGCAG 20 60 61,59
adeno_43_RIGHT CGAGACAGACACAGGACACG 20 60 60,4
adeno_44_LEFT ACCTATGCCCTTCTTCCGCT 20 55 61
adeno_44_RIGHT ACTTAAAATACACTCCCCCACACC 24 45,83 60,83

Caligmada tiim genom dizileme islemi igin hazirlanan primerlerin genom iizerinde

bulundugu konum ve st iiste binme bolgeleri Sekil 3.5.’da gosterilmistir. Tasarlanan

primerler ve belirlenen sicakliklarla gerceklestirilen gradient PCR sonucu elde edilen jel

goriintiisii Sekil 3.6.’de verilmistir. Jel goriintiisii incelendiginde 58,3°C ve 60,3°C’de alinan

bantlar iki primer havuzu icin en ideal performansta olarak goriindiigiinden bu iki

sicakliktaki amplikonlar dizilendi.
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Sekil 3.5. Tasarlanan primerlerin genom iizerinde bulundugu konum ve iist iiste binme bolgelerinin
gosterilmesi

HAVUZ A HAVUZ B A B
54 . 56.1 "583 603 SSARES61E583 60.3 562" 62

Sekil 3.6. Gradient PCR sonrasi elde edilen amplikonlarin jel goriintiisii

Sirastyla Marker, Havuz A 54°C, Havuz A 56,1°C, Havuz A 58,3°C, Havuz A 60,3°C Havuz B 54°C, Havuz B
56,1°C, Havuz B 58,3°C, Havuz B 60,3°C, Havuz A 62°C, Havuz B 62°C

Bu ¢alismada, Fowl Aviadenovirus E'nin genomik yapisinin kapsamli bir sekilde
incelenmesi i¢in Oxford Nanopore Technologies platformu kullanilarak toplam 57,151

dizileme sekansi elde edildi. Bu sekanslar, ortalama okuma uzunlugu 1.538.5 b¢ ve ortalama
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okuma kalitesi 10,6 ile karakterize edildi. Medyan okuma uzunlugu 1.287.0 b¢ ve medyan
okuma kalitesi de 10,6 olarak tespit edildi. Bu veriler, toplamda 87.926.618 b¢ olusturdu.

Kalite agisindan, okumalarim %1004 (57,151 okuma) Q5 kalite skorunun
tizerindeydi ve bu da 87,9 Mb'lik bir veri hacmini temsil ediyordu. Q10 kalite skorunun
tizerindeki okumalarin oram %64,2 (36,706 okuma) idi ve bu okumalar toplam 55,8 Mb veri
olugturdu. En yiiksek ortalama baz cagri kalitesi skorlarma sahip ilk bes okumanin
uzunluklar sirasiyla 1,333; 1,438; 307; 376 ve 2,238 b¢’idi. En uzun bes okuma ise sirasiyla
17,792; 17,403; 16,137; 14,770 ve 14,271 bg¢ uzunlugundaydi ve bu okumalarin ortalama baz
cagri kalitesi skorlar1 10,5; 8,8; 9,2; 9,9 ve 9,9 idi.

Yapilan samtools idxstats analizi, sorted_sample.bam dosyasindan elde edilen
verilerle gergeklestirildi. Bu analiz sonucunda, toplam 83,632 okuma elde edildi ki bunlarin
57,151' birincil okumalar ve 26,481'i tamamlayici okumalardi. NC 014969.1 referans
genomuna 79,747 okuma basarili bir sekilde hizalandi, bu da toplam okumalarin %95,35'ine
tekabiil etmektedir. Bu hizalamalarin igerisinde, birincil okumalarin %93,20'si basarili bir
sekilde hizalandi. Ayrica, 3,885 okuma "*' kategorisinde yer aldi, bu da hizalanamayan veya

referans dis1 okumalari ifade etmektedir.

Olusturulan tiim genom dizisi ANK_UNI_WGS_Consensus olarak adlandirilmistir.
Tiim genom dizisine ait FASTA formati EK-1’de sunulmustur. Elde edilen tiim genom

dizisinin GenBank’a girisi yapilarak “SUB14015087” kodlu erisim numarasi onaylanmustir.

Caligma kapsaminda olusturulan FASTA formatindaki ANK_UNI_WGS_Consensus
tim genom dizisi ile farkli adenovirus izolatlari ve tiirlerinden elde edilen 40'tan fazla tam
veya kismi genomu igeren genom seti kullanilarak iTOL programinda gorsellestirildi.
Filogenetik aga¢ olusturulurken kullanilan dizilere ait bilgiler Cizelge 3.6.’da verilmistir.
Olusturulan filogenetik agac Sekil 3.7.te gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Tim genom dizisi ile olusturulan filogenetik agacta kullanilan referans dizilere ait
bilgiler

Erisim Tir Serotip  Konak Dizi tipi Uzunluk Yil Ulke
numarasi
KY968968 8b E Tavuk Kismi genom 39057 bg 2017 Cin
KT862810 8a E Tavuk Tiim genom 43287 b¢ 2016 Japonya
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Cizelge 3.6. Devam

KT862809 7 E Tavuk Tiim genom 43525b¢ 2016 Japonya
KX077988 8 E Tavuk Tiim genom 43534b¢ 2016 Cin
MF577036 8b E Tavuk Tiim genom 43632 b¢ 2017 Cin
KT862811  8b E Tavuk  Tiimgenom  43666b¢ 2016 i‘;ﬁﬁf
MN226943  8b E Tavuk Tiim genom 43681 b¢ 2019 Cin
MK572857 E Tavuk Tim genom 43807 b¢ 2019 Fransa
NC_038332 6 E Tavuk Tim genom 43810 b¢ 2018 Japonya
OK188966  8b E Tavuk Tim genom 43843 b¢ 2021 Cin
MK572859 E Tavuk Tim genom 43845b¢ 2019 Ispanya
MK572855 E Tavuk Tim genom 43947 b¢ 2019 ABD
KX258422 E Tavuk Tim genom 43976 b¢ 2016 Peru
00Q225144 E Kanatl Tiim genom 44000 b¢ 2023 Cin
MK572856 E Tavuk Tiim genom 44017 bg 2019 ABD
MK572853 E Tavuk Tiim genom 44037 b¢ 2019  Macaristan
MK572854 E Tavuk Tiim genom 44047 bg 2019 ABD
GU734104 E Tavuk Tiim genom 44055 b¢ 2010 Kanada
NC_014969 E Tavuk Tim genom 44055 b¢ 2010 Kanada
KU517714  8b E Tavuk Tim genom 44072 b¢ 2016 Malezya
MK572860 E Tavuk Tim genom 44112 b¢ 2019 Almanya
MK572852 E Tavuk Tim genom 44161b¢ 2019 ABD
MW544162 E Tavuk Tim genom 44164 b¢ 2021 Cin
MN417117  8a E Tavuk Tim genom 44209 b¢ 2019 Cin
MK387061 E Tavuk Tim genom 44329 b¢ 2019 Cin
MK572862 E Tavuk Tiim genom 44342 b¢ 2019  Yunanistan
MG712775  8b E Tavuk Tiim genom 44454 b¢ 2017 Cin
0OL456208 8b E Tavuk Tiim genom 44475b¢ 2021 Cin
MW284417  8b E Tavuk  Kismi Genom 44078 b¢ 2020 Cin
MK572864 E Tavuk Tim genom 43600 b¢ 2019 Fransa
MK572858 E Tavuk Tiim genom 43450 b¢ 2019  Macaristan
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Cizelge 3.6. Devam

MK572865 E Tavuk Tiim genom 43760 b¢ 2019 Fransa
MK572863 E Tavuk  Timgenom  42442b¢ 2019  Almanya
MK572861 E Tavuk  Timgenom  42198b¢ 2019 Fransa
LC729409 E Tavuk  KismiGenom  7865b¢ 2022 Irak
AF155911 8 E CFA40 Kismi Genom 19056 b¢ 1999  Avustralya
EF458163 8 E lig&il Kismi Genom  13892b¢ 2007  Kanada

Yapilan tiim genom dizileme sonucu elde edilen ANK_UNI_WGS_Consensus dizisi
ile GenBank’tan se¢ilen FAdV-E dizileri kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ sonucunda
GU734104, NC 014969 ve EF458163 erisim numarali niiklrotit dizileri ile en yiiksek

homolojiye sahip oldugu goriildii.
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4. TARTISMA

Kanatli adenoviruslar her yastan kanatli hayvam etkileyebildigi, immiinsupresyona
yol agmalar1 hem vertikal hem de horizontal olarak bulasabilmeleri, degisken mortalite ve
morbiditeye sahip hastaliklara neden olmalar1 nedeniyle kanath yetistiriciliginde dikkat
gekici viral etkenlerden biridir. Kanatli adenoviruslar1 igerisinde yer alan Fowl
Aviadenovirus cinsi 6zellikle et¢i pili¢ yetistiriciliginde IBH, HHS ve AGE gibi hastaliklara
yol agarak 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Bertran vd., 2021; Chen vd., 2019;
Lai vd., 2021; Schachner vd., 2018).

Hastaliktan etkilenen hayvanlarin klinik tablolarinda ¢omelme pozisyonunda
durma, tiiyler karisiklik ve 48 saat icinde 6liim ya da iyilesme dikkati ¢ceker. HHS klinik
olarak IBH’a benzer ancak daha siddetli klinik tablo ve %80’lere ¢ikabilen mortalite orani
goriiliir. Etei piliclerde AGE klinik olarak IBH benzeri belirgin semptomlara sebep olur ve
hastalik ¢ogunlukla kesimhanede ortaya g¢ikar (Schachner vd., 2018). FAdV kaynakli
hastaliklarin molekiiler teshisinde ise ¢ogunlukla viral yiikiin yogun oldugu basta karaciger
olmak tizere bobrek, dalak, pankreas, taslik, Fabricius kesesi ve digki materyalleri gibi
biyolojik ornekler tercih edilmektedir (De la Torre vd., 2018; Hess, 2000; Jarjees vd., 2022).
Bu tez calismasinda, klinik olarak FAdV kaynakli hastaliklara iligkin genel semptomlar
gbzlenen kiimeslerden 6rnekler toplandi. Molekiiler teshis igin ise karaciger, fekal-oral yolla

horizontal bulagmanin incelenebilmesi i¢in kloakal sivap 6rnekleri tercih edildi.

Etci piliclerde FAdV enfeksiyonlarinda karaciger nekropsi bulgulari temel olarak,
solgun, c¢abuk pargalanan sigsmis karaciger goriintiisii, beyaz fokal lezyonlar, ekimotik
kanamalar ya da petesilerdir (Grgi¢ vd., 2011; Giines vd., 2012; Huang vd., 2019;
Schachner vd., 2021; Steer vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda, yapilan nekropsi incelemesinde
bu bulgulara benzer bulgular gézlendi. Nekropsi sirasinda karacigerde bulgu gézlenen tiim
tavuklarda pozitiflik saptandi. Nekropside bulgu gozlenen karaciger Orneklerinin
kullanildig1 benzer ¢alismalarda da yiiksek FAdV teshisi dikkat ¢ekmektedir (Cizmecigil
vd., 2020; El-Basrey vd., 2020; Niu vd., 2018).

Bu tez ¢alismasinda, iki ayr1 yetistirme doneminde kiimeslerin (24/80) %30 unda ii¢
ayr1 6rnekleme giliniiniin en az birinde pozitiflik saptandi. Asisiz kiimeslerin (20/40) %50’si
asili kiimeslerin ise (4/40) %10’u FAdV pozitif oldugu goriildi. Ayni kiimeslere farkli

yetistirme doneminde giren farkl siiriilerde de pozitiflik saptanmasi kiimeslerden siiriiye
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horizontal bulag olasiligini giiglendirmektedir. Vertikal bulasma FAdV epidemiyolojisi igin
O6nemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hosseini ve Morshed, 2012; Schachner vd.,
2018). Bu tez ¢alismasinda, damizlik hatti asilanan etci pili¢ siiriilerinde, damizlik hatti
asilanmayan siiriilere gore ¢ok daha diisik FAdV pozitiflik saptanma orani goriildii. Gupta
ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptig1 ¢alismada damizlik hatlarinda yapilan asilamalar ile
yavru hattinin maternal antikorlar sayesinde yiiksek oranda FAdV etkenlerine karst
immunize edilebildigi goriilmistir (Gupta vd., 2018). Bununla birlikte Ugwu ve
arkadaslarinin yiiriittigii ¢alismada damizlik hattina ve yavru siiriilerine FAdV 8b ve FAdV
11 bivalan inaktif as1 uygulamasi sonucu hayatta kalma oraninin yiikseldigi ve yavru hattina
maternal antikorlar ile kismi koruma sagladigi bildirilmistir (Ugwu vd., 2022). FAdV
serotipleri arasinda ¢apraz koruma oraninin diisiik oldugu ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir
(Alvarado vd., 2007; P. A. Steer-Cope vd., 2019). Bu nedenle sahada dolasimda olan
sertiplerin belirlenmesi koruma ve kontrol c¢aligmalarinda asilama ile koruyuculugun
artirtlmasi i¢cin 6nemlidir (Grgi¢ vd., 2006; Hess, 2019). Bu tez calismasinda, damizliklar
asilanmis siiriilerde yapilan c¢aligmalara benzer olarak daha diisik FAdV pozitifligi
saptanmistir. Bu durum damizlik hatti asilanan siiriilerin maternal antikorlar sayesinde ilk
haftalik yaglara kadar korunabilecegini desteklemektedir. Tez ¢aligmasinda hem agili hem
de asisiz kiimes gruplardan birinci giinde toplanan karaciger 6rneklerinden yapilan PCR
sonucu higbir pozitiflik saptanmamistir. Asili grup i¢in bu durum maternal antikorlar ile
aciklanabilir. Agisiz grupta birinci giinde pozitiflik saptanmayan kiimeslerde 14 ve/veya
28’inci gilinlerde pozitiflik saptandi. Cizmecigil ve arkadaslar1 2020 yilinda yaymladiklar
calismasinda FAdV nedenli mortalitenin 8’inci glinde baslayip 16’inc1 giinde pik yaptiktan
sonra kademeli olarak diiserek 24 giinlik yasta normal diizeye ulastigini bildirmistir
(Cizmecigil vd., 2020). FAdV kaynakli hastaliklar kanatlilarda her yas grubunda
goriilebildigi ancak kiimes hayvanlarinda daha ¢ok geng hayvanlarin duyarli oldugu ve etgi
piliglerde ¢ogunlukla 2-7 haftalik yaslarda ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Cizmecigil vd.,
2020; Kiss vd., 2021; Sahindokuyucu vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda her iki kiimes
grubunda da en erken iki haftalik yasta (14’{incii giin) pozitiflik saptanmasi bu goriisleri

desteklemektedir.

Bu tez calismasinda, yapilan filogenetik analizler sonucu PCR ile FAdV pozitif
olarak teshis edilen orneklerin tiimiiniin FAdV-8b serotipine ait oldugu goriildi. Diinya
genelinde yapilan ¢esitli ¢alismalarda FAdV-8b serotipinin IBH olgularindan siklikla izole
edildigi bildirilmistir (Gupta vd., 2018; Morshed vd., 2017; Sahindokuyucu vd., 2020). Etci
tavuklarda IBH olgularindan bildirilen serotipler ¢ogunlukla FAdV-2, -11, -8a ve -8b
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serotipleridir (Schachner vd., 2021). Ferrando ve arkadaslarinin 2017 yilinda yayinlanan
calismasinda Ispanya’da ¢ikan IBH salgmindan %82,2 oraninda FAdV-8b serotipinin
sorumlu oldugu bildirilmistir (Oliver-Ferrando vd., 2017). Benzer olarak Yunanistan’da
yapilan bir caligmada da IBH olgularindan yiiksek oranda FAdV-8b serotipinin izole
edildigi bildirilmistir (Tsiouris vd., 2022). Slovenya’da Zadravec ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada da yine IBH salginindan molekiiler olarak teshis edilen serotipin FAdV-8b
oldugu bildirilmistir (Zadravec vd., 2013). Giiney Kore’de 2007-2021 yillar1 arasinda
ozellikle son ii¢ yilda (2019, 2020 ve 2021) FAdV kaynakli hastaliklardan en fazla 8b
serotipinin teshis edildigi bildirilmistir (Mo, 2021).

Tirkiye’de ise FAdV kaynakli hastaliklar {izerine yapilan c¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir (Cizmecigil vd., 2020; Sahindokuyucu vd., 2020). Cizmecigil ve
arkadaslarinin 2020 yilinda yaptigi ¢alismada etgi piliglerden izole edilen FAdV suslariin
yapilan filogenetik analizler sonucunda Misir (2019), Brezilya (2018), iran (2015), italya
(2007), Rusya (1997), Pakistan (1989) ve Avustralya (1986) dahil olmak iizere diinyanin
farkli iilkelerinde simdiye kadar bildirilen diger FAdV suslart ile farkli bir kiime
olusturdugu bildirilmistir (Cizmecigil vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda, filogenetik analizler
sonucu bulunan tiim pozitifliklerin birbiriyle %100 homoloji gosterdigi saptanmistir. Ayrica
Endonezya orijinli MK692992 GenBank erisim kodlu FAdV-8b genotipi ile %100 homoloji
gosterdigi bulundu. Cizmecigil ve arkadaglari (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada FAdV-
8b’nin bu tez ¢aligmasina paralel olarak IBH vakalarinda en sik izole edilen serotip oldugu
ve Endonezya orijinli MK692992 erisim kodlu hekzon gen bolgesi dizisiyle %99,48
benzerlik saptandigi bildirilmistir. Sahindokuyucu ve arkadaslarinin 2020 yilinda
yayinlanan g¢alismasinda Ege Bolgesinde dolasimda olan baskin serotiplerin FAdV-8b ve
FAdV-11 oldugu bildirmistir (Sahindokuyucu vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda teshis edilen
FAdV-8b hekzon gen bolgeleri ile Sahindokuyucu ve arkadaglarinin etgi piliglerde IBH
olgularindan teshis ettigi FAdV-8b ve FAdV-11 hekzon gen bolgesi dizilerinin filogenetik
analizi gerceklestirildi. Bu ¢alismada elde edilen FAdV-8b serotipleri ile Sahindokuyucu ve
arkadaglarinin ¢aligmasinda (Sahindokuyucu vd., 2020) bildirilen FAdV-8b serotipleri
arasinda sirastyla; GenBank erisim numaralart MK937073, MK937075, MK937074 olan
dizilerle %99,82, MK937071 ve MK937076 olan dizilerle ise %96,72 homoloji saptandi.
Yine ayni ¢alismada bildirilen FAdV-11 serotipi ile %58,48 homoloji saptandi. Bu tez
caligmasinda molekiiler identifikasyonu yapilan FAdV-8b serotiplerinin daha Once
Tirkiye’de dolasimda oldugu belirlenen FAdV-8b’lerle yiiksek benzerlik gosterdigi

goriildil.
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Vertikal ve horizontal bulasma FAdV’lerin primer bulasma yollar1 olarak kabul
edilir. FAdV’lerin diskida yiiksek titrelerde bulundugunu gosteren deneysel c¢aligmalar
bulunmaktadir (Naguib vd., 2021; Radwan vd., 2019). Bu durum fekal-oral yolla horizontal
bulasmanin kolaylikla gerceklesebildigini desteklemektedir. Bu tez ¢alismasinda hem
karaciger hem de kloakal sivap oOrneklerinden identifiye edilen FAdV-8b serotipinin
birbirleriyle %100 homolojiye sahip olmasi horizontal bulasmanin fekal-oral yolla gelistigini
destekler niteliktedir. Lebdah ve arkadaslarinin farkli yollarla enfekte edilen kuslarla
ylriittigli deneysel c¢alismada klinik semptomlar gostermeyen kuslardan da digki ile
sagilimin olabildigi bildirilmistir (Lebdah vd., 2022). Bunun yani sira Huang ve
arkadaglarinin ¢alismasinda da FAdV ile deneysel olarak enfekte edilen kuslarin hem KC
hem de KS o6rneklerinden pozitiflik saptandigi bildirilmistir (Huang vd., 2019). Naguib ve
arkadaslarinin 2021 yilinda yayinladiklar1 calismasinda kiimeslerden toplanan &rneklerde
yalnizca {i¢ karaciger orneginden pozitiflik saptandigi ve kloakal sivap Orneklerinden ise
yedi pozitiflik saptandigi bildirilmistir (Naguib vd., 2021). Bu ¢alismaya gore kloakal sivap
ornekleri FAdV teshisinde karaciger Orneklerine gore daha verimli olarak sunulmustur.
Ancak FAdV’lerin patojen olmayan suslarinin varligi bilinmektedir (Absalon vd., 2017;
Niczyporuk, 2016). Grgi¢ ve arkadaslar1 2011 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda agilama
sonrast digkt ile sa¢ilimin oldugunu bildirmistir (Grgi¢ vd., 2011). Bu nedenle bu tez
calismasinda FAdV hastalik siipheli hayvanlardan elde edilen pozitifliklerin patojen olmayan
ve/veya asilama kaynakli olusabilecek pozitifliklerle karigmasini engellemek igin sadece

karaciger 6rneklerinden pozitif ¢ikan etci piliglerde kloakal sagilim incelenmistir.

Tez caligmasinda NC 014969.1 numarali referans genomuna basarili bir sekilde
hizalanan dizileme verileri, Fowl Aviadenovirus E'nin genetik cesitliligine dair kapsamli
bilgiler sunmustur. Ozellikle, elde edilen konsensus genom, virusun genetik yapismin daha
derinlemesine anlasilmasini saglamigtir. Bu c¢alismada, FAdV’lerin filogenetik yapisini
anlamak icin genis bir genom seti kullanilmigtir. Bu set, farkli adenovirus izolatlar1 ve
tiirlerinden elde edilen 40'tan fazla tam veya kismi genomu igermektedir. Bu genetik diziler,
Fowl Aviadenovirus E ve onun ¢esitli alt tiirlerine ait izolatlar1 kapsamakta ve genetik
cesitliligin derinlemesine analizi i¢in zengin bir kaynak saglamaktadir. Kullanilan genomlar
arasinda, tam genoma sahip izolatlar (6rnegin, KY968968.1, KT862810.1, KX077988.1) ve
belirli gen bolgelerine odaklanan kismi genomlar (6rnegin, LC729409.1, AF155911.1,
EF458163.1) bulunmaktadir.
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Olusturulan filogenetik agag, bu tez caligmasinda elde edilen “SUB14015087”
erigim numarali FAdV-8b genotipi ile GU734104 (Grgi¢ vd., 2011), NC_014969 (Grgi¢ vd.,
2011) ve EF458163 (Corredor vd., 2008) erisim numarali niikleotit dizileri arasinda en
yiiksek homoloji oranina sahip oldugunu gosterdi. Bahsi gecen ii¢ dizinin de Kanada orijinli
oldugu bildirilmistir (Corredor vd., 2008; Grgi¢ vd., 2011). Bu durum cografi bolgelerde
dolasimda olan serotiplerin genotipik olarak birbirine yakin olma olasiliginin daha yiiksek
oldugunu gosterir niteliktedir. Corredor ve arkadaslarinin (2008) bildirdigi EF458163 erigim
numarali hekzon gen bolgesi kismi gen dizisinin Grgi¢ ve arkadaglarinin 2011 yilinda
bildirdigi GU734104 ve NC_014969 erisim kodlu tiim genom dizileri ileyakin genomik
benzerlik gostermesi hekzon gen bolgesinin genotiplendirmede 6nemli bir bolge oldugunu
desteklemektedir (Corredor vd., 2008; Grgi¢ vd., 2011; Hosseini ve Morshed, 2012;
Izquierdo-Lara vd., 2016; Lai vd., 2021; Li vd., 2018; Naguib vd., 2021). Tiirkiye’den daha
once bildirilmis FAdV tiim genom dizisi bulunmamaktadir. FAdV’lerin molekiiler
epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmasi icin bu yonde ¢aligmalara devam edilmesi 6nem

tasimaktadir.

Yapilan genis 6lgekli filogenetik analiz, FAdV’nin genetik ¢esitliligi ve evrimsel
tarihini daha iyi anlamamiza yardimci olmustur. Elde edilen bulgular, adenoviruslarin
smiflandirilmasi, enfeksiyon mekanizmalarinin anlasilmasi ve bu viruslarin evrimsel
adaptasyonlarmin incelenmesi igin Onemli bir temel teskil etmektedir. Bu analizler,
adenovirus arastirmalarinda ve hastalik kontrol stratejilerinin gelistirilmesinde kritik rol

oynamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kiimes hayvanlar yetistiriciliginde tiim diinyada oldukca yaygin olarak bildirilen
FAdV etkenlerinin epidemiyolojik ozellikleri cins ve serotipler bazinda farklilik
gostermektedir. Farkli hastaliklara neden olan FAdV serotiplerinin cografi dagilimlarinin ve
dolasimda olan genotiplerin belirlenmesi koruma ve kontrol ¢aligmalarinin etkin bir sekilde
yiiriitiilebilmesi i¢in 6nem tasimaktadir. Bu nedenle serotip bazinda yiiriitiilen molekiiler
epidemiyoloji calismalart FAdV’lerin neden oldugu ekonomik kayiplarin = Oniine

gecilmesinde 6n kosul olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tez cgaligmasinda FAdV teshisinin asili damizliklarin yavru hatlarinda asisiz
damizliklarin yavru hatlarina gore daha az oldugu belirlendi. Bu durum vertikal bulagmanin
ve damizlik hattinin asilanmasinin FAdV kaynakli hastaliklardan korunmada 6nemini ve as1
calismalarinin dolagimda olan yeni genotiplerin siirekli izlenmesi ve molekiiler
epidemiyolojisinin belirlenmesiyle daha verimli yiiriitiilebilecegini diisiindiirdii. Tiirkiye’de
daha once bildirilen sirkiilasyonda olan serotiplerle benzer olarak bu tez ¢alismasinda da
baskin serotipin  FAdV-8b oldugu gorildi. Ancak yapilan filogenetik analizler
dogrultusunda 6nemli bir viriilens ve patojenite bolgesi olan hekzon gen bolgesinde
heterojeniteler belirlenmistir. Bu durum serotipler arasi ve hatta serotip igerisindeki ufak
heterojenitelerin asilama ile koruma verimini diisirme ihtimali nedeniyle molekiiler
epidemiyoloji ¢aligmalariin diizenli olarak yiiriitiilmesi gerekliligini vurgulamaktadir. Bu
tez caligmasinda Tiirkiye’den ilk defa bir FAdV etkeninin tiim genom dizilemesi GenBank
veri bankasma (irilmistir. Boylece FAdV etkenlerine kars1 yiiriitilen koruma-kontrol
programlarinin diizenlenmesi ve bilimsel literatiire katkida bulunmasi yoniinden degerli
bilgiler agiga ¢ikmustir. FAdV’lerin bulagsma yollarinin belirlenmesi, baskin serotiplerin
genotiplendirilmesi ve bu genotiplerin molekiiler epidemiyolojisinin ortaya konulmasi FAdV
kokenli hastaliklarla miicadele, koruma-kontrol programlari olusturulmasi ve asilama

prosediirlerinin belirlenmesi agisindan oldukca 6énemlidir.
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EKLER

EK-1

> ANK_UNI_WGS_Consensus_region [1 45995]

CATCATCTATATATATCTACTTAAAATACACTCCCCCACACCCCCTATTCCCGCCGLLGCC
GGCAGAGGGCACCCGCACCAAACAAATGAAAAATGGGTGGAGTGAATGACAGGGCGTT
TTCGGCACGCCCCGACCGGGGCGTGCCTTGAGCGCGACTTTCGGTCGCCAGATGGCGTCA
TTGCGTGTGTTTTCGTGACTCAAAGTCGTAAATGCTATCTAAATGACCGGGGCGCGGTTT
TAATGAGCGTGTTTTTTAGTGCGGTTTTCCGTCCTTGACTTTTGTACCGCAATTTCCGCGTT
TGCACACACCCGGGCGGAGCACGTATCTAGTTTTAATTTTGCACGCTATGTACGGAATGC
GGATCAGTGTACCGGAACGGACAATTAAGTCGTAAAAACTTCCTCGTGGTACCTGAATCA
TCGGTTTCACAGTGCCACGCACGCCAATTCCACGTGGACTTTGCTCGGGAGCGGTGTTAT
TTTCGGGCCAGTCAGGAGGCGGTAAACAGACTTTATGGCGGGTCCGCACCGTATAACTGT
GGAGCGAGCGATCTTCAGGGCACGGATGAGCGAGGAGACGGGCTCCGCTCCACAACTCC
ATCCGTCGCTCCTGGTCGTCCGCGTCGATCCGGTGCCGACCTCCGGTTTCGTGCTCGATTT
GCGTCGCTTGCCTCGGATTCCCGANCACATCTTTCTCCATAACTTGCCGAACGGTCCTTGG
ACGGAGTCGATTTGGTACGGCTCCATCACCCAGAGGGAACTGAACCGGGCGCTGGAGGC
GATCGTGGAGGAGCTCTAGGTAATTTTTCCCCCCTTTTCCTGTAGGTAATCCGAAGATGTC
TGTCGATTCCGGCTGCCCCTCGACACCCCCGGTAAAGCTGCTGTACCAGCGTCACTCACC
GTTTGCGATAGCGCCGGCGAAGGCGACGTCCGGCTCTGCCGGTTACGACCTGTTCAGCGC
CGCTGANGTGGTGGTCCCGCCACGCAGCAGGGCGTTGATTCCCACGGATCTGTCTTTCCA
GTTTCCCCGCGGTGTTTACGGCCGCATCGCCCCTCGTTCGGGCCTGGCCGTCAAGTTTTTT
ATAGACGTGGGTGCCGGGGTGGTGGATAGCGATTACCGCGGCATCGTGTCGGTGCTGCT
GTTTAACTTTTCGGAGCACAATTTTAACGTGCGCCGAGGTGACCGCATCGCCCAGATGAT
TTTGGAGCGTCACCTCACCCCGGATCTGGAAGAGCGCTTCGCTCTCGATCAGACGGAACG
CGGCTCCGGGGGTTTCGGGTCCACGGGTGGGTTTTAGATCTGGGATTTGTCCCCTTTTTGT
AGGAGCTGTCAGAGAACAGCGAGGCTCCGGACGAGGTTGACTTTGTGGTGCAATTGGCC
GCGGCGCTCGAGGCAGATAACGAGGCCTCTGCCGGCTGCTTCTGCGAAGCCGATTCTTGG
GAAAAGCACCTGTTCTCTGTGCTCTTGGAGCCCCTGTACAATTCTCTAGGTATGATTGTCT
CTCTTTGGACCCTCGTTGTAGAAGTGGTAAACGCGTGGGATCGGTGGTGCGGTCGTCGGG
CTTACCGCTATTACGTGGACCGCGATCTGCTGTTGCAAGTGCATGAGAGTCTGCGCAACG
CCTTGGAGAAGACGATTGGCGTTGGCAATGGTCTCGCCCGGATCGGAGACGGAGAAAAC
CGCAGATTCTGAGAAGCGCAGTGACTACGCAATGGGTCCCGACGATCTGTTTGTGGCTCT
TCTCGCGGTCTTTGCTGTACTATCTCTGCTATGGGGGTTGCTTTTGGGTCTTTTGTGCGGTC
CGCCCGAGGGCGAAGCACTAGCTTACTGGGAATGGTATTGGCGAATCTGTAACGCGAGG
GTCCCTTAATAAAAATCCTATGCAAAAACTTAACATGTGGGACTGGTTTTTTCTAGGGAG
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ATGACGGGATCTCGGGAACGGTACTGGGAATTGGTTGAGAGTCTGATTCGTAGAGGTAT
CGTCAGCCGCCAGCAATGGTTTTACTGCGATCGCTCAGAATACGGTTACTTTACGAAACG
GTACCGGGGTGAGAGGAAACTGTCCTGCTTGTTCCGGGACGTCCGCCGCCACATGTTTTG
GACCAAGTGCCTGGCCGACTACATGTTGACCGGAGACTTCGGGTATACCCCGATCGAAG
AGAACCCCTTTTATAAGGTGTTTGCGCGCAACAGTTACGATCCCGCGCTGGTGGGATCGA
TGTTGATCGCGTGGGCGTCGCGTCAGTCGAGACGCAACACCGTGTGGATCCGCGGTCCGC
CTAACACGGGCGCCCCGTTCTTGGCCGAAGCGATCGCTTATTGCTGTCCCCTGCTGACAT
GCGTCGACTGGCGCAACAAGATGAACCCCTTCGAGAGAGGTTTCGAGTCCCTTCTGTTCT
GGTGGGACGGAGGCCACGTGCCGCACAAGAGCGTGGGCTTGTGCCGGCAGGTGTTCAGA
GGTGAGAACGTGATGTTCCCGCGAGAAGATGGTCAGATGAGCGAGCTGGTGCGCACCCC
GGTGCTGATGTACTCGGAGCACGACGTGTGCCGAACGATGATCAAGTACGGGGTTTTCA
GCGACGAGTACTCGGAAAGCCTCCGGAACAGCATGTACTGCCTGGATTTATCGGTTCCCA
CCGAGGGGAGCGAGTGCGTGACCTGCGGTGACGCCAAGGAATTTTTCGCGTGGGCGTAT
CCCCGCCGGATGGACTTTGACTTTTTCAAGTGAATTGCTTCCGCGTAGGCGGTGGCGCGC
TATTTTCGTCCGTTTGCCCGAGTGACCCGGTCACGAGTTCGAGCCGTAATCTCGCGAGAC
GCGGCATTTCTCGCGCGAATTTCCCGAATAAAGACCTCGAGAGCGTATTCTGAGCATAAA
GTGGTGTTTTTTATTGAGGGGATGTTTAAGCGGACACTTTACAGAAGGGGTAACAAGTGA
TAATAAGGCGGAAGGGGAGGGCTTGGAGCGATTCTCGGAGCATTTTACAGGCGTCGAGC
AGTTTTTCGTTGCCGTAGGCCGGTTCGATGAGGACCTCGAATCCGCCGGGGATGCGCGTC
AGGGCGTAATTGCGCCGAACGGCGCGATGAGAGAGCAGATTGTAGAGATGGGAGAGCG
GATTGATCTCGTAGCGGAGATGCCCGTCTTGCCCCGGAGGCCCGATGGTGACAAAATTGA
AGTTTGTGATGCCGATGTAGGGGGACGGGTTTTTGGCCTGTTCCCGATGGAAGTACTCTT
GGACCTGATCGAGCCAGTAGGTGCAGATGACTTTGCTGGCGCTCTGACACATGAGACTG
AAAGGGTTGAGACAGGTGCAGTCGTAGCGGACGTGGGGCAGCCGGTAGTCGCTGTTGAG
GTCGGTGGTGACGCTCCAGAAGGAGTTGAAGAACCGGCAACGGGCCCGACAGCTGGGCA
TGCAGTAGTGGGGCAGTATTTCTTCAAAGGAGACCGTTTCCTTTCTCCTGTAGGGGAACA
TGCGGTCTCCTTTGACGAATTCGAGGAAGAGAAGATCCAGCGCGAGATGCGCCGGLGCC
ACGAGTTTTGCGTTAATGCACTCGAGCGTGATGGAGTGTACGCTGTCCTGAGAGGGGAA
ACGAGATAAAAATTAGAGGAACTCTACGGAGACGGGATAGGGGAAGGTTTTGAGGACGT
GGAGGAAGCAGGGCATGTGCCGGAAATGTTTGTGCGTCCTGGGCAGCGTGAGCCGGATA
GCGCCGGCGACGACGCGCACCATGACAAAGTCCCCCCGCGTAGAGTCGCGGTAGATGTT
GACGACGTTGTCCAGGACTTCGACGGGGGATCGGTGATGGCAGAGCGGGCAATGCCTGC
ATAGGCGGGAGACGAATCGGTCGAAATGGACCGGGAAGGGGTCGGAGTCTACGGGTCTA
TCGCAGATTCTGCGATGCCAGCGGGGGATGATGAAGGCGGCGAGGGCCTGACAGAAGAG
CGACATGGGCTCTTCGCACTCGCAGACGTAGGAGACGGTCCACGCGGCTCGGTAGGCGT
TTTTGGGGTACGCCTTGGCGAGCGCCTGGACCGCGAATTGGGATCGGAAGGGCCTGAGT
CGGAAGGGGAAGGAGGAGGGGACGTAGAAGGGCTCGGAGGGGAAGGGACATAGCGCCC
TGCCGCGCTAGGAAGGCGAGGAAGCGCCTGTCAAAGAACAGGAGGGCGGATACGTAAT
GGTAAGGGGAGCTGAAGTTGACGGTGTACGTGTGCTGACACGTATCGCCGAGGAAGTCA
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CGATGGAACCGGTAGTCGAGGTCGACGGAAGGAGGACTCCGATTCTGCAGGAGAGAGA
GAAAACGTGCTTTATTGGAATGCTAGAATTCGGGGGATCGTACAGCGTGACTGCCGCAG
ATCTGGCAGAGGGGACTGTCGCGTTTACAATGCATGGTCGCGCCGCAAGACACCGTGTG
AGTCACGGTGGAGATAAAGTCTTTGAGTTCGCGCCTGGGGTTGAGGCAGGTCGGGGTCT
GGTCGTGCGGGGCGGTGAGGAAGAGGATGGAGGCGTTACGACACATGAAGGAGTAGGC
GATGGAGACGTTGGAGCAGTGGATGAGCATCTGCGGCGCCCGCACGAAAACGGGTTTTT
CGTGGATGTAACATGTACCCGAGTTTCCTTCCATAAAGTGGAGGGTGAGAGTGGACGGTT
GCGTTTCGACGAAGGGCACGCAGTAGAGGGAGGTGTGGGGCGCGATGGCGGCGAGGCG
CGCGGTGTCGTTGAGGTCTCCGTCGGAGATGGCGAGCGGGAAGCAGGAGAGGAGGACGT
TGTAGAGGAGCTTGGCGTTGGAGAGCCTGCTTCCGCAGAGGACGAGGGTGTTGATGTCG
CCGTCCAGCCACTTGCGGAGGGTGATGGCGAAGAGCGCGGCATCGTAGCCTTCTTTTTCG
AGCACTTGATGGAACCAGTTTTCGTCGGGATTGTAGAAGGCGAGCCGCAGAGAGTCCGG
GTTGTCGGTGGGCAGCTGGGCGTAGAGACTGCGATGGCTTCCGAAGCGATCTCGGAGAA
CGGCGATAACGCACTCTTTTTCTTCGGGGCGGAGATGGTAATCTTGGTGTTCGACGTGCT
CGTCCCACTGCGACTGATGGGCGATGCCGTCTCGGAAGAGCTTCTCGACGAGGGCTTCCA
TCGCCGACGGAGCCTTGTGTCGTGTGGGAGAGGTTCGCGGTGTCTTGGTGGTTTGAAAGG
AGGGCGTGGGCGGCGCTTCGGCGGACGCGTCGTCGTCATCGCTGGTGACGTCGCGCGCG
AGCGGCGATTTCCTCTTAGTCTGGAAGAGAGAGGATATGATCAAAGTGCTGACGGCAGG
TACTGCAGGGAGGGTCGATCCAAGCGGTAGAGCAGAGAACCCCGAAGTCGTTTTTACAG
TCGAAATCCCTGTCCCCCTCGTGTTCCCTGAGTTGACGCAGATAGTGTACTAACTCGCTG
GCTAGGAAGGAGGCGCCGTCGTCGTTGGGCGAGTCGAACTGGATGATGAGATGGAATTT
GGGGTTGGTGGGCAGCTGATCGGGGCGCGGCAGCTTGTTGAGGCGGACGACGCACTTGA
TCTCCTCGATCTCGACGAGTTCTCCTTGGTAGGGGACGTTGAAGGAGCGCCCCCTGAGCA
TTTCGTTAACGAGCGGGTTTTTGAAAGGAAAGTCGTGATGGAGAGGCGGGAAGTAGAGG
AGCTTGGTGACCTCCCTGACGGGCACGAAGCGCTCGAAATCAAAGTCGTTGATGTGAGA
GGTGAGGACGCAGTGGAACATGCGCAAGATGGAGTTGGTAAAGGTGTCGGCGCAGGTGG
CGGAGTCGCCGACGACATAGAGGGTGTTGATGGTGTCGTGCAAAGCGGGAGATGGTGTA
ATCGCTGAGCCACCTCCCTAGCATGTAGGTGAGGGTAAAGAGGTTAAAGCCTTCTCTTTC
GGCAAAGCTAGCTAGCATTCGCGAGGAGGTTTCCGTAGGGCAGGGAGAAGGGGCGTTAT
TGATGAGGGTTTGGTAGAGACTAAAGTTGCAGTAGGTTTTCCTGGCTTCGAGCAAGATCA
TTTTTCCCTGGGGCCCTATGCCGTGCCGAGCGAACTGCTCGGGATCCCTCAGCCTCCATTC
GGACTCGGTAAAGATGTGCCTCTTTTGGAGGCTATAGGCGAGCTCAGTGGGGTTTTCGGT
GGCGAGACGCTTACTGCTGCTGCTGGCGCTGTTGCTGCTCTGCCTGGACCTGCGGCTCTG
GAGGAGGGGGAGAGATGGGTTCAAAGACGGGTTAGTTTGGGGCGCTTGACTAGCTGCGC
CTTGTGCGCTTCCGCGAATTTGATAATGAGCTTGGAAGCCCGGAAGAATTTTTCCTGGAT
GTTAATGTTGAGGGGGAGAATGGCATAGCGCTGGTCGAGCACGCACCAGCGGAAGGAGT
CGGAGACGGGGTCTGGGGAGTAGGTGAGCCAGCTGAACTTTTGGTTCTGCTGGAGGTAG
GCAAAGTAGGCTTTGAGGAGCACGACGAGCTCCTTGCTGATGTTGTGAGCGTAGGAGTA
GAGGAAGCGGGAGAACTGGAACTGGGGGATGTGGCAGGAGAGGATGTGTATTTTGGCGT
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TGACCTTAAGCGTGGGCACGTTGCCGATGGCGGTGCGCGGCGCGAGGTTGTGGAGCACG
ACAAAGACGTAGAAAGCGGTACAGTTGGCGGAGCGCGCAAAGAGCTTAGAGGGGAGAG
CGTGAAAGAGAACCGAGACGCTAGAGCCGGAGCAGAGCTTATCCATGCACTCATCCATG
ACGATGGCGATGGGTCCCTGTCGCGAGGCGTTAACGTAGACGTTGTCGGGATGCTCGATG
TTGAGGTTTTCGGGCGAGGTTGCTTCTTCGTACGTCATTTCGACGAAGTCCGGTCGAAAG
GTGCACGTTTTGGGCGCGAACGTTCCGTCTTGGCGGCAGCTGTAGTTGGACTCGAGGAGC
TGTAGGTTCCAGGCCGTCTGTTCCACCGGCGGGATCATATTCTTCTCCGGGGTAACGAAG
ATGACCGTCTCCGGGATGGGTTGGAGCATATCGCAGGAGATGAGGGCTCTCAGGAGATG
ACTCTTCCCCGACCCCGTCGGCCCGTAGATGACTCCGATGACGGGCTGCCTGCCCATGTT
GAGAGAGGGCAGCTGTCCGTCGACGAGGAAGCGGCTGTCTTCGCGCTCCTGCCGCTCGA
CGGCGCGTTGCACCTCGAGAAACCTCTCGTCCACGCCCCCGAGACTGTAGAAGTCGTCGA
AGCTGGGAAATTTCTGTTCGCGAAAGAGATGTGGGGCTAGATCCGCCGCCCCGTCGTACC
ACCCCGTGACCCGCTTGTAGAACTCTCCCGACTCGAGATACTCTTCCTCTCGATAACGCC
ATATTTTTCTCTTTTTAGGCTCGACGGCGTTCATGGGTCGCCGAGGAGCTCCAGGATCTCG
TCACAGTCCTCGACGGAGAGAGAGCGGTCGGGGCCGAAGTCGAGGAAGTCTTGGTCGTC
GTGGTCGTCGCCCCGGGCCAGCTGCACGGCGCTGCGCGGCAGACGGAGCGGGGCTAGCG
GATCTTCGTGGCCCACCGGGGGCACTCTCCGGACTTCGTCGGCGGTGCGCGGGTTGGGGT
GCTCGGTGTCGTAGGGGTAGAGGTAGTCCCCGTGTCGGTACTGCGTGAGATCCTTCCAGG
GTCTGAGGACGCGCGTGAGCTGCTCGTTGTGGATGGTGAACGGGTCGTATCGGCTGACCT
TGTTGAGCAGCGTGGTCTTGAAGATGGTCCGTCGGGTGTGCAGCTCGGGAATGGCGCTGA
CGGCTCCGTACGACTCGTCCTCATACCTCTGCCAGCAGCGCTCGAGCGTGTCGTATATAA
GCTCCGCCTGCCGGTGTCCCTTGGACCGGATTTTCCCGGTGCCCACGTGACCGCATCGGG
GGTCGAGACAGACGGCGTCCTTGAGCCCGTAGAGCTTGGGGGCGAGAAAGATGGCCTCC
GAGCTGTAGGTGTCGCCGCCGCAGCGCTTGCACTTGATGTCGCAGTCGCAGGCCCAGTAG
AGCGCGGGGTGCTCGGGGTCGAAGGTGAGACGGGTGTCGGGGGTCTTGATGCGATGGGC
GCCCCTTTCCTTCATGCGGCGGTAGCCGGACTCGGTGACGAAGAGACTGTCGGTGTCGCC
GTAGAGGGTCTGGGGGTCCCTTTGGAGTAGGTGTGTCCCCCTGTCCGGTCCGTGCAGAAT
CTCGCACCACTCGCTGAAAAAGGCCCGCGACCAGCCCAACACGAAACAGGCGATTTGCG
TGGCGTACCGTTTATTTTCGACCATTTTGTCTAAATTTTCCAGATGTAACACGGTCAACGC
TTCGGGGGGCGCGTCGAGCAACCGCATGGGCTTGAAGACGGTCTCGTTGGCGGGCGCGT
AGTGGGCGTGGCCATCGCCGAGGGGCTCCTCTATAAAAGGGGGCGCGCGCAGGGCTTCC
TGCAGTTGGTGATCGACTTCCGCCAGGGACGCCTCGCGTGCGGTAAGTGCGTTTTCGACC
TTACTGGTACTCTCGCCCTCCTCCTCCTCCCCCTCGCTCTCCTCCTCCTCTCCTCGTCCTCC
CCCCGTTCCCCCTGCTCTGGTGGGTCGTAGCGGAAGTAGCGGTCGAGTTCGGGTTTCCGG
AAGGTGCCGGCCCCGGGGGCGTTGGCGGGGCAAACGAGGGTGCCCGTGAGGGAGTCGTG
ATTGAGGAGTGTCACGTGACGGACGATCTGGGTGCCCTCGTAGATGCCTTGTTTGTCGTC
CTCGGTGAGGTCCTGTTCGAAGAGGATGCGCGTGGTGTCCATGTTGGTGGCGAACGCGCC
GTAGAGGGCGTTGCTGAGCATTTTGGAGATGGAACGCATGACTTCGTTTTTTTCTCGGTC
GGCTTTTTCCTTGGCCGCGATGTTTTTGCTGACGTATTCCGCGCAGACGGGTTTCCACGTG
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GGGAAAACGATGTTCATGTCGTCGTGGAGGGCCGTGACGGCCCACCCTCGGTTGTGCAA
CGTGAGGATGTCGAGGACGGTGATGACCTCGTCGTACAGCGCTTCGTTGGTCCACACGAG
GCGCCCTCCTCGCCGGGAGCAAATGGGCGGCAGCGTGTCCAGCTGTTCTGCGGGCGGTG
GATAAGCCTCGACTTTTAGGATGCACGGTTTGATACGGGGGTCGAAGTAGCTGAGCGGG
CGCTCGCGGCTCATGAGGTCGTTGAGTTCGTCGACGTGCTTGGCCGTGAACTTGGGATCG
AGGGGCATGCCGTGAGGCATGGGGTGCGTGAGGGCGGAGGCGTACATGCCGCAAATGTC
GAAGACGTACACGGGACGGCGGTAAGGCCCGAGGATGCTGGGGTAGCAGCGACCGCCG
CGCAGGGCCTGCCGTATGTACTTGAACATGGGTCGGTGCGGGGCGTAGATTTCGGCGAC
GTAGTCGGGCGAGAGGGTCCTCTTTTTCCTCTTGGGGCGCTTCTTTTTCTTGGCGGCGTCC
GGGTCGGCGTCGGCGTCGTCCACGGGAGGAAGGAGAGCCGCCTTTTTTCTCCGTTTGGGC
GGTTTGGGGGGCGGGGGCGGTTCGAGAGAGGCGAGGAGTCCGGCTCGTTCGTGCTCCTG
GACGTACGACGTGAAGGTAAGTTGTTTCCAGAAGGCGTGAGTATTGCTGGGGATGGTGG
GCCTGAGGAAAATATTGAAGTGTCCGTCCATGCCGAGTTCTTCGCGAAAGTACTTGTCGT
AGCTGTGGTGGAGGGTGAGCGCGAGTTTTTGGGTGACGCGCACGTCCTGCATGCAGTACT
CGAGGCAGGCCTGCACGATGTCGTAGGGCTGGCCGGGATGCTCGTCGCGCCAGAGCTGC
TTCTGCTCGTCGATGACGGCGGGATCCTCCCAGTAGCGGGCGACCGGGAAGCCGTCTTCG
TCCCGTTCGAAGGAGCCGAAGGAGACGTGTTCGTTGACGGCTTCGTAGGGGCACTGACC
CTTGGCGAGCTCGAGGGCGTAGGCGCCGGCGGCCTTGGCGAGTTTGGCTCCGCTGGTGA
GCTGGAGCGTGTCGCGCACCATAAAGCGGACGAGGACGGATCGGGAGTCGGTGTGGGAG
ACGACGCCCTTGGCCCAGCGATGGAGCCTCGTGGGGTCTTTTTTCTCAAAGTTGGGATTG
GGTAAGTGGAACAGGACGTCGTTAAAGAGGAGCCGTCCCACGCGGGGCATGAAGAAGC
GGTCGCAGCGACACGCTTGCGGGAAGAGGTCGCGGCGTTCGACGAGTTCGGTGGCGAGG
AGGAGTTCGTCGAACTTGCAGATGTTGTGACCGATGACGACGATGTGCACGTTGTAGAA
GTCGTCGGGCAGCTGGAGCTGTTGGGTAGGTCGCTCGAAGAGCTCGTAGGGGATGTCGT
AGCGCGATCGGTACTTGCCTTCGCGCATGACGGTCCTGACGTACTCGTCGTTTGCCCGAC
AGTAGCGATCGACGAGGTCTTCGGCAAAGTGCTGCTGCAGTCGGGATCGGTAGGCGCGG
AACCGCCTCGCGACGAAGCCGGGCCTGACGTCTAGCCAGTAGAAGCCCTCCTGGAGGCG
TTTGAGTTCGGGGTCGGCGACGGCGAGGTCGGTGGCCGCGCGCACGAGCGCGGGGTCCC
CGGTGAGCATGAAGCAAAGCATAAAGGGATGCATGCGCTTGCCCTTTTTCTCGAAGACG
GTGTACGTCTCGATATCGTAGGTGAGAAAGAGCTGTTTGGAGTGGGGGTTTTGCGCGGGA
CAGGAGAAGCGAACGTGCTGCCAGAGATCGCCGCCGTACTTTTGCACGGCGTGATAAAA
GAAAGAGGAGCGGCGCTCGTTACAGGTGTGGTTGCGCACCCAGTGTCGGCCGCAGGCGG
GACAGGTTTGGACGGCGGTGCGGCTGATGATCCAGACCCACTGCCCGCGCTGGTCCTTGG
CGACGAGCATGGGGGGAAGGACGGGATCGGCGCGCTCGGCGACGCGCCGGACCTTGGC
GACGCGCCCTCGGAAGCGCACGATGCCGACGTAGGCGGGTTTGAAGACGGGCAGGCGCT
CGGGCGGGTTTTCCTGGTAGTAGCCGTAGTCGATGCGGTCGTAGCCGCGGGCGCGCTTGG
TGCTGCCGACGAGGAAGTTGTGGAGCCTGAGGAACTTTTTCATGCCCTTGTGGAAGGGTC
CCGGCTGCAGCCTGTAGGGGACGCCGTCGATGTAGTAGACGTTGGCGCGGATGGGATCC
CCGTTGAAAGGATTTGAAGTGGGTTTTGGCTCGGATCTGGGTGAGGGTTTTGACGAGCGC
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CGATTGCTCGGGGCCTAGAAGGGTGTTTTCGAGGGGCAGGCCCGCCTCGACGAGGGGAG
GCGGTGGCGGCGGGCGACGACGATGACGACGCCGAGGAGCTCATCGTCGCAGGCGATGC
GGGGGCGCCGCGAGGGCGGGGCCTGCCGCAGCAGCAGCAGCAGCGTGACGGGCGACGG
CGATTTCCTGTTCCCTGTCCCTGAGCACGCGACGCAGGTTGGCGGTGATGTCGTCGTTGG
TGTTGATGGCGACGATGCCCCGGAACTTGATGCGGAAGCTGATGTCGATGGAGTCGATG
AACTCTTCGCTGAGGTTGAGTTGCTTGAGGACCTCTTCGATGTCACCGGAACGGTCTCTG
TATTGGATATCGGAGAGAAAGAGTTGTTGGTCTGCCTCGTCCATGCCTTCGAACTGCCCG
GTGCGCTCTACCATCATGAGAAAGTCGCGCAGGATGCGGCTCCAGAGTGTTTCGAAAAT
GGTGGCGGGGTTAGATTGCTCGCTCCAGATGCGTTTAAAGACGGGCTCGGCGTTGACGTC
CCATCCGACCAGGAGGACCTGGAGGGTGGTGACGTCGACATAGCGACGGAATTCGCGAT
TAGAAATGAAATGCGTGTAGAGATAGTAGAGCGTGGAGGCGACGTGCTCGGCGAGAAA
GAAGTAGAGAACCCACTTTCGTAGGAAAGACTCGGTGACGAGCGCGATGTCGGCGTCCC
GCGTTTGCAGGAGCAGTCGGTAAAAGTCGTTGGTAAATCGAAAGAGTTCGTGCCTGCGC
GCGGCTCCGGTGAGTTCTTCTTGCAGGGCGTCGATGGCTTCGAGAACGGTGCGGATGACT
TCGTCGAGGAGCGTTTCTTCTTCCTCCTCCTCCGCCGCGGGAGGCGGCGGGACGGGCTCC
TCCTCCACCTCTTCTCCCACCATGGGTTCTTCCTCTTCGACGGCGGGCTCCGGTCGGGGCA
CGCGCCGGCGTCGGATGACGCGGGGCAGCCTATCGATGAATTCGCGCACGGCGCGCCGT
CGCACGCGCCTCACCTGGGAGGCGGTGATGGCTCGTCCGGTTCGGTCTCTGGGCCGGAGT
CCCCTTCTGTCGGTGACGCGGCGGTTGCGGAGCACGATGGCGCCGCCGGAGAAGCCGCC
GCGCCCCCTGCTCTCGGCGTCGTAGTCCTGTCCCGTGGCCAGAGTGCTAACGAAACATCT
CGCCATCGTTTCCGCAGGTTCCTCAGCGTGTGATCTCTGGGATCTAACGCCGCTTGTCGCA
GCAAGCTCTGCGTGTCGAGCTCGCGGCGCGCCGTCGCACGCGCCTCACTGGGAGGCGGT
GATGGCTCGTCCGGTTCGGTCTCTGGGCCGGAGCCCCTTCTGTCGGTGACGCGGCGTTGC
GGAGCACGATGGCGCCGCCGGAGAAGCCGCCGCGCCCCGCTCTCGGCGTCGTAGTCCTG
TCCCGTGGCCAGAGTGCTAACGAAACATCTCGCCATCGTTTCCGCAGGTTCCTCAGCGTG
GTGATCTCTGGGATCTAACGCCGCTTGTCGCAGCAAGCTCTGCGTGTCGAGCTCGGCGGC
GCGCCGTCGCACGCGCCTCACCTGGGAGGCGGTGATGGCTCGTCCGGTTCGGTCTCTGGG
CCGGAGTCCCCTTCTGTCGGTGACGCGGCGGTTGCGGAGCACGATGGCGCCGCCGGAGA
AGCCGCCGCGCCCTCTGCTCTCGGCGTCGTAGTCCTGTCCCGTGGCCAGAGTGCTAACGA
AACATCTCGCCATCGTTTCCGCAGGTTCCTCAGCGTGGTGATCTCTGGGATCTAACGCCG
CTTGTCGCAGTAAGCTCTGCGTGTCGAGCTCGGCGAACGCGTCTGTGAAGAGCGTGAGCC
AGTTTTCTTCGCCGAACACATCGGATCCAGGTAAGAATCGATACGTGTTTTCCGTGTTAA
AGCGTTCGCGCGCGTAACAGAATAAGTAGTGGCACAGAGCGACGCGGAGGCGCCGAATG
GCTTCTAGCAGGACGGCGTCGTCCCTGGACGCCGCTCGTAGGAGGATGTCGTTTTGCAAA
CCCGCTGCGCCGCTGCCCGAGAGATGGCTGCGTGCCGCCGCCGCCGCCGCAGCCGCAGC
CGCCGCGGCGTCGTCGCCGTCGTCTTCCCCCACCGCCGCCGCCGCCGCCAGGTCGTCGCC
TCCTCCACCCACGACGTCGCCGGAGCGCGCGACGTCCACGCCGCGTCCCCTGAGATGAAC
GTGCGCCATGTCGGAGGCGATGCGATCCATGAGTACCGCGTTGTGCATTTGTTGAAAGCT
GTCGTGAAAGTTGTCGAGGTCGAGAAACCGCATGTAGGCCCCGACGTTGACGGAGTAGG
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AGCAATCGGTGAGGCAGGTCCAAAAGAGTCTTCGCGGGCGCTGCGCGGGCGGACTCTCG
TAGCCGAGCTGCATAAACACTCGATTTTCGAAAAAGTAGTCGTTGAGCGCGCGATGCATG
TACTGGTAGCCGAGCAAGAGATGAGGCGGCGGCAGCCGATGGTACGGATACGCCGCGAC
GTTGGGTCCCCCGGGGCTGAGATCGCGGAGTTGCATGAGACGGTAATCGTAGAGCCGAC
TGACGAGGGCGACGCTGTTGGGGTTCACGAGCGCCGGCTGATGCCTGACCATGGGAAAG
TCTGAGGCGATGACGGGTTGGCAGAACCGAACCGTGTTTAGACTTTGTCCGGTGAGCTCC
GCGAAGACTCTGTAAGCCTGAAATTGAGCCCCTGACGTTTTTAGAGGAGGGTCCGTCACC
CACCGTCACCGCCGCCGCCGCCGCCAACATCATCATCTCATCACACCACCGACCATGCAC
CCGGTACTGCAAAACGTTCGGAACGCGAGCGGGGTCGAAGGACAGCAGCGTCGTCTACA
GCAGCAGCAGCAGCAGCATCTTCCGCGCGGCGGGGATCCTCACCAGCAGCGCTATCGAC
ATCATCAAGCCGCAGCAGCAGCACCGCAGCAGCGCCGCCGCCGCCGCAGCAGCAGCAGC
AGCCACCGAGCCGGAGTCGCGTGCGCCCTCCCACGCCGCCGCAGTATCCGGCTCAGCAC
GCGCTCCCGGGCGCGGCGGAGGCGGACGCGTATTCGGAGGACGGAGGAGAGGAGGGCG
GTCCCCCCGTGTGCGGGCTAGCGGCCGGAGCGGATATAGATGAGATCAGGATGAGAGAG
CGAGAGAGCGGGCGCCGCGGCGCGGTGCCCGAGACGAATTTGTTTAAGGCGAGCAGGGA
CGCGTTACCGCAGAACGACTACGACAGGGAGGCCATGTACCGCGCCGGACAGGCGCTGA
GCGTGAACCGCCGTCGCGTGCTGACGGCGGACGACTTCGCCTACGGAGAGGGTCAGGAC
CCGTCGTTCACGCCGGGCGCGAACCACTTGCGCGCGGCGGAGTTGAAGCGCGCGTCCGA
GCAGACGGCGTTCGGCGAGGAGATGCGCAACAGTTGCCACCAGACGCGCTTGCGTACGG
CGCTGATGCGGCCGGAGTTGCCGGCGGGCATCTACTACCTGTACGATTTCGTCCAAACGT
ACATGGATCACCCGGACGGTCGCGTGAAGCTGAACCCGCAGTTGGTGCTGGTGGCGCAG
CACGCGGGGAACACCATGCTGGCTCAGCGCCTGTGGTCGATCGCGGAGGAGAAAAACGC
GTGGCTGCGCGATCTGATCGAGATGGCGTACATGATCGTAAACGATCCTTACTTGAGCAC
GGAGCAGCAGCTGGCCGCCGTGTGCACGACGGTGGTGGAGCTGAGCATGAAGTACGCCA
AGATCGCGGCCAAGAACGGTTACCCGTCGATGGCTCAGATGGCCAAGGCTCAGGAATTT
TTTTACCGCGTGATGGAAGCCGTGTTAGACTTGGGCGTGCAGGTGGGGGTGTACAACAAC
CGTCCGGTGCGCTTCCGCCAGAAGCGCATCAGCGAGATCCCTCAGATGTCTGACGCGGAC
TACATGTTCGGTTTGACCCAGGCGCTCGAGAACAGACCTCCTCAGGGCGAACTTTTCGCG
TCGGACGAGGGCGAATCCAGCGACGGCGAGGAGCAGGACGCGGGATACGATGACGACT
ACTGAGTCGTTTTTGGCCCTGGCCCCTACGGGGCGCGAGGAGGTGGCGGAGGCCTTGAG
CTCGCTGCCCGACGGAGGCGATGCGCGTTCCCTGCGGCACGCTCCGTACGCGAACCGGCT
GCTTAAGCTGCAGACGGCGATGGTCCCTCCGAAGATAGACGGTACCTCCGAGCGAGTGG
CGGAGGTGGTCAAGGGGCTGGCGGAGCAGGGCGCCATTTACCCCGACCAGATGGGGGCG
ATCCATTCGGATCTCCTGAACCGCGCGCACACTTGGAACTCGATGGGCGTGCAAGAGAG
CATCCAGGCCCTGGTGAACGACGTCATTCACGGACAGAACAAAGCGCTGCAGGACGAGC
TGTCTCGCACGCGCGAAATCGCGAACGCGTCGCTCCTGACTCAGTTCTTCGATAGCATTT
ACAAGACGGTAGATAGGGGCCAGCGTAACTTCGAGGGCTTCAAGAAGCTGCTGCGCCTG
TTCGTCAACAACGTGCCCAACGCCGAGGTGTACGGCGCGGGCGGCTCGTTCAGCATGCA
GATTAACTTGGGCGGCACGAGCCAGAACATCAACCTGACGAACGCCTTCGATAACTTGA
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AGGACATCTGGGGCGCCCGGTGGGACGCGGTGAACAACCCGCGCATCGGGGCCCTGCTG
ACGCCCAACACGCGGGCGCTGCTGTTTTTCGTGAGCGCCTTCTACGACTACGGGGCGATG
GAGCCGGGCAGCTACCTGGACAACATCCTGCGGCTGTACAAAGAGGCCATCCGCGCGGA
CATNGACGCGGAGGGCGACGCCGTGATGGAGCTGGGCGAGGCGGGCGCTAACCTAAACC
TGCAGTTCAACGAGTACAAAGACACGTTGAACTACCTGCTGCAGAACCGCCAGACGGTG
CCGGACACGGCGCCTCTGGAGCTGAGCGAGGAGCAAGAGCTGCTTTTTAACTATCTGATG
AGGCAGTTGAGACAGGCGCTGAAGGATAGGATTCCGTCCGACGTGTCGGTGAGCACGAT
GGCGCAGTACGTGGACCCTCGTCTGTACCAGACGAACAAGGTGTTCATCGAGAAGCTGC
AGAACTACCTGCTCGCGGCGCACGCCCGTAACCCGCACTACTTCCGCTCGATCGTGATGG
ACCGCAACTGGCGGCCGCCCGCGGGGCTGTTTACGGGCAATTACGTGATCCCGGAGCGC
TTGCCGCTGGACTACTACGACGGCGACAGCGTGGTGGGAGGCCCGTCCCGCGACGAGTA
CTTCGAGGACTATCCGTACGCGAGCCGTCCGCATCACGGCATGACGGCGCGCGAGCGAG
CGGATCTTCAGGATCAGCTCCAAGACCTGACTAGCCGTCTGGACCAGAACCTGGGCGTGC
AATCGGAGGCGGGCTGGCTGGCGGACCACCGTCTGCCNAACTTTTTCGACGGCGCGCTCA
ATCTAGCGGACCCGGCTTCGATTCCGCTGCCCCTGTCGCCTTCGGACCAGTCGATGCAGT
CGAGCCGCCGCAGCTCTCTGAGCAGCATGGACGGCATGTTTTCGAGACTGAACCTCTCGG
GGCGCGGGGGCGCCGGGTTTTTCGCGAGCTTGGGTCCCTCGCTGGGGAGCCCCCGTCCGT
CGAGCAGCGTGCGGCCCGGGGGCCTCGCGTTGGGGCTGAAGGGGACGGGCCCGATGLGG
AGCTGCCGCGTCGGAGGGATGTCTGGCTCGGGCCTGGCCCGGAAGGCGCTGGCGGLGCG
TTCGACGCGGGACGGCAAGAGGCTGCGCTTCTACTAGCGAGCGAGCGAGCGAGCGAGCG
AGCGAGCGAGCGAGGGGACGATAGGCAAGACAGGGAGAGCGCGCGAAAAAAAAAANA
GAGAGAGAGACGGAGACGACGCACGCGTGTAACGAAAGGGAACTTACCGCCATTTCTAG
CGTTCACGAGCGGCTGCTGCGGCGCGATGCTGGGTCACCACCACGAGTTCGGGTTTCGCG
AAGCTGGGCTCCAGCGGCCCTCCTCCTCCTCAGCGGCGGCGGCGGCGACGTCGGTTCCTC
CCGCGCCTCCTTCTTCTCCGGTGTCGGGAGTCCCCCCGACGATGACGATGGTGGGACGAC
AGCTGCAGCAGCAACGCTATCCGGCGACGGTCCACGGATACCCTCCGGTGATCCCGGCTC
CGGACTCGGCCGTGGACAACGGGACCGAGCTGTTCGTGCCGGTGCAGCGGGTGATGGCG
CCTACGGGAGGACGGAACAGCATTAAATACCGCGATTACGCTCCCTGCCAAAACACCAC
CAAATTGTTCTACGTAGACAATAAGCTGAGCGACATCGACACGTTTAATCCGGAGGCGA
ACCATAGCAATTACCGAACGACCGTGATCCACAATCAGGATCTCGATCCGGCCACGGCG
GCCACCGAAACGATTCAACTGGACAACCGATCCTGCTGGGGCGGCGATCTAAAAACGGC
GGTGAAAACCAATTGCCCGAACGTCAGCTCGTTTTTCCAAAGCAACACGGTGCGCGTGA
AACTGATGAGTTCGCGCGACCCGATTCCCCCGGGCACGCCGGAGCCCACGACGCLCCGLG
GCGGCGTACGCGCCCGCGGGCGCGCAGTACAAATGGTACGACCTGACGATCCCCGAGGG
CAACTACGCGCTGCCCGAAATTATCGACTTGCTCAACGAGGGGATCGTGCAGCTGTACCT
GAGCGAAGGGCGGCAAAACAACGTGCTGCGTTCCGACATCGGCGTCAAATTCGACACGC
GCTACCTGAACTTGCTGCGCGACCCGGTGACGGGGCTGGTGACGCCCGGCACGTACGTGT
TTAAGGGCTACCACCCGGATATCATTCTGCTGCCGGGCTGCGCCGTCGACTTTACGTACA
GCCGGCTCAGCCTGGTGCTGGGCATCGCGAAGCGCGAGCCCTACTCGAAGGGGTTCGTG
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ATTACTTACGAGGACCTCGAAGGAGGAAACGTGCCGGCGCTGCTGGACGTGGACGCTGC
GCAGATGAGCGGTGCCGATCAGGACGTGATCGAGCTGGCGGACGCGAAGCCCTTGTTAA
AGGACTCGAAGGGCGTGTCCTATAACGTCATTTACGACTCTAACAACCGTCCCGTGACCG
CTTATCGCTCCTGGCTTATCGCGTACAACCAATCGGGCTCTGCCGCGAATAGCACCACCT
TGTTGACCGTGCCGGACGTGGGCGGGGGCATCGGCGCCATGTACACGTCGATGCCAGAC
ACGTTCGTGGCGCCGACCGGGTTCAAAGAGGACAACACGACGAACTTTGCCCCGGTCGT
GGGGATGAACCTGTTCCCCGCCCTCAATAAAGTTTATTACCAGGGCGCGTCCGCCTACGT
TCAGCAACTGGAAAATTCCTGTCAGTCGGCCACGGCCGCCTTCAACCGGTTTCCCGAGAA
CGAGATCCTTAAGCAAGCTCCGCCTATTAACGTGTCCGCCGTGTGTGATAACCAACCCGC
CGTCGTTCAGCAGGGGGTGCTGCCGTTGAAGAATTCCCTGGCCGGTTTGCAACGTGTGCT
CATTACGGACGACCAGCGTAGACCTATACCTTACGTGTATAAGTCTCTGGCTACGGTTCA
GCCGCGCGTGTTGAGCAGCGCCACTTTGCAGTAAAGCAGCCGCCGCGTCTTCGTCGCCGA
CCGTTGAAACCATGTCCATTCTGATCTCTCCCAACGATAACAGAGGTTGGGGCATGCGTC
GTCGCAGCAGTCGATCGTCTATGCGCGGGGTGGGCATCCGCCGCCGACGGCTAACCCTGC
GCACCCTCCTGGGATTGGGCACGGTTAGCCGACGCAGGAGAGGCGGTCGTTCCAGCCGC
CGCTCGTCCAGACCCGCCTCGACCACCACCCGTTTGATGGTGGTACGCACCAGCCGAAGA
AGGAGACGTTAACGGCCGCCGTCGACGGACGATCGGGAAGGAAGGAAGGGAGGAGGAG
GGAGGAGGAGCGCCTAAAAAAATGTTATTGACGGGACTTGTGTGTAAAAAAACCTCCAA
AAAGAGAGACAGTGATGTTCAGGAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAACAAAATCACG
TTGAGGAGATCGACTACTGATGATTCGTCGCTATGTGCTACGCAGGAAGCGTTCGTCGAC
CACCTCAAGCGCTCGTTCGTTCAACATCGCCATTATGCCTGCGGTAGTGCTTACGGGGGG
CCGAATCTCTGTCGGCAAAAGGAGATCCGCCGCCGCCGCCACCACTTCTAGACGAAGAA
TGCCGGCTTCCAAGCTCCGTTCCACCCGCGGCCGCGCTCGACGCGGCGGGCTCAACGGTA
GTAGTAGTAAACGCAAAAGCCGATCGCTGGCCGTATCGGTGCCGGCGCCGGCTACCGCG
TCGTCGGCGGAGCGGGCCGCGCTAGCCAACTTAGCGACGCGGCTGCAACGCGGTCAGTT
TACGGCATGGCGATCGGCTAATTACCCCGCCCCCGCGGCCTCGGAGGCCGCCCTGGLGGL
CGCCAAAAGCGGCGCGCCGGCTACGGCCAGGGATCTCACGACAGGGACGACCGCTACGG
CGGTTCCCGTTTCAGGTTCCGGAGCGACGCGAAGGAGTAGGACACGCCGCCGCCGCGGA
GGAAAGCAGCTCAAGGGCGGGATTTTGCCCGCTCTCATTCCCATTATCGCGGCCGCCATC
GGTGCGATTCCGGGAATCGCGGGAACGGCTGTCGGCATAGCCAGCTTGAAAGAGCAACA
GAGACAATTCGATAAGATGTACAATCACAAGTGAGAAGGAAAAAGGAGGNAAGGAAGG
AAGGAAGGAAAAAGAGGAGATGCGTGCGTGCGTGGTGGGGGTGCTGTCTAAAGGCCGTT
TTCAATAAAAACTTTTTATAGAACTTTTCGCCGCCGTCGCCGCCGTTTGTCGTCGCCGTTG
TCGTCGTCGTTGTCAACCGAGTGAGAGTCGGGCAGCATCATGGATTACGCCGCGCTTTCT
CCGCACGTCGGTAGTTGGGCTCTGCGAGACGGACACCTCGGAGACTCGAGTTTGCGCGG
AGGCGCTATAAACTGGGCCAACGTGGGCTCGCGCCTCTCGAGCGCGCTCGGCACGGCGG
GCCGCTGGATCTCTAACCAGGGGAACCGATTCCTCAACTCCCAAACCTTCGGTCAGATCA
AGCAGGGCATAAAAGACAGCGGCGTGATTCGTAACGTCGCCAACCCTAGCCGGGGAAAC
GCTAGGGGCGCTCACCGACATAGGTCGCTTGAAACTGCAGCAAGACTTAGAGAAGCTTC
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GCCGCAAAGCGCTCGGAGAGGACGGACCCGCCTCGCAGGCCGAGCTGCAGGCGCTCATT
CAGGCCCTGCAAGCTCAGGTGGCCGCGGGAGAATCGGCTCCCGCGTCCGCGCCCACCGC
GGCCGCCCCACCGGACCCGAGCCCCCCACCTCTGCGTCCCACGACCCGTCCCATTCCAGA
AATGGTGACGGAGGTGCGGCCTCCCGTGACGTCCTCGGCTCCCGCGGTGCCAGAAACGG
ACCGACCGATGACCTTAGAAATGCGCCCCCCGGCGGCGAAGAGGAGACGAAAGCGGCLCC
GCTCCCGGCTCTTGGCGGTCCCGACTCAACAGCCTGTCGGGCAACGGGGTGGCGACCTCT
CGCCGCCGCATGTGCTACTAGAGAGAGAGAGAGTAAACGAAAGAAAATCAAAAAGACA
GAGTGGGAGAGATGATGTTGCTGCGAGCGTTAGTGTTTCGGCTGTAAAAACAACAGTAT
GTCGCCGTTTTTTTAGGTCGATCCGTCGCCGGCTGCTTTCGGCATGGCCGCGTTTACGCCC
GACCTGACCACCGCGACCCCGCGGCTGCAGTATTTTCACATCGCCGGTCCGAGCACCCGG
GAGTACCTGTCCGAGGACCTTCAGCAGTTTATCGCGGCGACCGGAAGCTACTTTGAATTG
AAAAACAAGTTCAGGCAGACGGTGGTCGCGCCTACCCGCAATGTCACTACCGAGAAGGC
CCAGCGGCTTCAGATCAGGTTCTATCCCACCCAGACGGACGACACCCCCAACAGTTACCG
GGTTCGGTACAGCTTAAACGTGGGGGACAGCTGGGTGTTGGACATGGGAGCGACCTACT
TCGACATCAAAGGGGTGCTCGACAGAGGTCCTTCCTTCAAGCCCTACGGCGGCACGGCTT
ACAACCCCCTGGCCCCTCGCGAAGCCTTCTTTAACAACTGGATCGAGGACGATGGAAAC
AACACAACCATCACGGGGCAAATGACCAATCCGTACAAGAACGAGGCGCAAAACACAG
CTACGGCAACAGCTGCAGCAATCGCCAGCGTTTCAGGCTCTTATCCTAACCCTAACGTGG
GGCTGGGCATTAGCGAAATGGGAGCCCTCACCCCGACACTAGCAGCACAGGTCGGTCTG
GCCGGTCGGTTTGCCAAGGTGTCGAGCGAGAACACGCGCCTGGCTTATGGAGCGTACGT
GAAGCCTCTAAAAGACGACGGCTCTCAGTCACTTGGAACAACGCCTTACTACGTGTTAGA
CACCACGGCACAGAAATACTTGGGCGTCATGGGGGTAGAAGACTTTACGCAAAGTCTTA
CCTACCCAGACAGTCTGTTAATCCCCCCTCCTTCTGAGTACGGAGCGGTTAACAGCGGGG
TGATGAAAGCCAACAGACCCAACTACATCGGGTTCCGTGACAATTTCATCAACCTCCTGT
ACCACGATACCGGCGTGTGCTCCGGGACCCTCAACTCCGAACGGTCAGGCATGAACGTG
GTGGTGGAATTGCAGGACCGAAACACCGAACTCAGCTACCAGTACATGCTCGCCGATAT
GATGTCCAGGCATCACTATTTCGCTCTCTGGAACCAGGCCGTGGATCAGTACGACCACGA
CGTGCGCGTGTTTAACAACGACGGCTACGAGGAGGGCGTGCCCACGTACGCCTTCTCGCC
CGAGGGTACAGGTCAGGGCCCCATCAGCTCGTCAAATATTTCGCTGTCGGGTGTCAAGGT
GTACGTTAACGGTACTGCTGGTACTAACGACAAAGGCGCCGAGCTGACGGATCCATATA
CCACCTACCTCAATGCCGGCGCCGTGCCTTCCTACGAGATCGATCTGGCGGCCTCCCAGC
GGCGTAATTTTATCATCACCAACATCGCCGACTACCTGCCCGATAAGTACAAGTACAACA
TTTCCGGGTTCAACCCCGAAACCGATAACGTGGACCCCACCACTTACGCGTACATGAACA
GGAGGGTGCCCCTGACCAACGTGGTGGATCTGTTTACCAACATCGGGGCCAGATGGTCC
GTCGACCAGATGGACAACGTCAACCCCTTCAACCACCACCGCAATTGGGGGCTGAAGTA
CCGCTCCCAACTGCTCGGAAACAGCCGATACTGCCGTTTCCACATTCAGGTGCCTCAGAA
ATACTTTGCCATCAAGAATCTGCTCCTGCTGCCCGGCACCTACACGTACGAGTGGGTGCT
CAGAAAGGATCCTAACATGATCCTGCAGTCCAGTCTCGGGAACGACCTGCGCGCCGACG
GCGCCTCTATCGTCTATTCGGAAGTGAACCTGATGGCCAATTTCATGCCCATGGACCACA
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ACACCAGCAATCAGCTCGAGCTGATGCTGAGGAACGCCACCAACGACCAGACGTTCGCG
GACTATCTGGGCGCGAAGAACGCGCTCTACCAGGTGCCCGCCGGCTCCACCGCCCTCACC
ATTAACATCCCCGCCAGAACCTGGGAGGGAATGAGAGGATGGTCCTTCACTCGGGTGAA
AGCGTCCGAGACGCCGCAGATCGGCGCTCAGTACGACATCAACTTCAAGTACTCGGGCT
CTATCCCCTACTCGGACGGTACCTTTTACCTGACCCACACGTTCCGCAACATGAGCGTGC
TTTTCGACACGTCCATCAACTGGCCGGGCAACGACCGGCTGCTGGCCCCCAACCTGTTCG
AAATCAAGCGCAACGTCGGTATCGACTCAGAGGGCTTCACGATGTCCCAGTGCGACATC
ACCAAGGACTGGTATTTGATTCAGATGGCCACCAACTACAATTACGTGTTCAACGGGTAT
CGGTTCTGGCCCGACCGTCAGTACTTCCACTACGACTTTTTGAGAAATTTCGATCCCATGA
CNCGTCAGGGTCCCAACTTCCAGGACTCTACCCTCTTCGATCTCACGACTTACGAACCCA
CCCTTCCTCCGGCGGCGGGAGGTGTGCAGACCGGTCAGGACGCGGTGCGTAACAACTCG
GGCTACATCGCGCCGCGCAGCTGGCCCGTGTACAGCGCGCAGCAGGGAGAGTCCTGGCC
CGCCAATTGGCCGTACCCGCTCATCGGCACCGAGTCCATTCCGTCCACGCAAATCGTCAA
CTACAAGAAATTCCTGTGCGACAACTACCTGTGGACCGTGCCTTTCAGCTCCGATTTCAT
GTACATGGGCGAACTGACGGACCTGGGTCAGAATCCGATGTACACCAACAACTCGCACA
GCATGGTGATCAACTTCGAGTTGGACCCCATGGACGAGAACACGTACGTCTACATGCTCT
ACGGCGTGTTCGACATGGTCCGGGTGAACCAACCCGAACGCAACGTGCTGGCGATGGCC
TACTTCCGTACGCCTTTCGCGACCGGTAACGCTGTGTAGTAAATGCCTGATCGTGCCCGT
ACTACCGTTTAGATGGCCGGAACCACCGAAAGTCAGCTGAACCAGCTCGTCGGGGCGAT
GAGACTCCGGCACCGGTTCTTGGGCGTGTTCGACAAATCCTTTCCCGGGTTCCTCGATCC
CCACCGTCCGGCCTCGGCTATCGTGAACACCGGGTCCCGAGCCTCGGGGGGCATGCACTG
GATCGCCTTCGCCTTCGATCCGATCGGGCGAAAATGTTACATGTTCGATCCGTTCGGATG
GTCCGACAGGGAACTGTGGAACCTGTACAAGGTCAAGTACGACGCGTTCTTGCGGCGGA
CGGGTCTGAGGCAGCCCGACAGGTGTTTCGAGCTGGTCCGCTCGACCGAAGCCGTGCAG
TGTCCCTGCTCGGCGGCCTGCGGGCTCTTCAGCGCGCTGTTCGTCGCCTCGTTCGACCGCT
ACCACACGCGCCCCATGGCCGGGAACCCCATCATCGACACGGTGGTCGGGGTAAAACAC
GCCAACATGTACAAACCGGAGTTTCGGGAAATCTTGCACCGCAACCAGGAGCGCATGTA
CTATTGGTTCATGAAAGAGAACCCGTACTTCCGCGCCCACGAAGAAGAGCTCAAACGGG
AAACGGCCCTCGACACGGTGCCTACAAACCACTACGAGCGACACTGACGCGTGTATATT
CGTTTTAAAATTTAACTTTATTATTTGTACACACTCGTTCCAATAAAGAACACCCTTCGCC
AAACGGCTGCGCTGGGCCTGTCGTCGTCTCCTTTGCTTCTTACGCGAAAGGGTCTCCGGC
GTCCAAGGGCTGGACGGGAGCGATCACCTCGGTCTTGAATCCGAAGCGGTCGTGCCAAC
GGAACTCGGGGACGTGGGTCGGCGCCTGCACGCCCGTAGCGGACACGACCAGCTCGGTC
GCGAACACGTAGGCGTGGCGCAGATCCATCGAGGACAGGCGCCAGGCGCAGGTCTTATC
CGTGTTACGGCGNCCCGAGCGACCGTTGGACCCGTCGGTCGCGGACGGAGACTGAGGGT
TGCAGCAGGTAAAGACCATGGTATGGGGGTACTTCTTGTGCGCTTTCATGTCGGCGCGGG
CGCGGGCCGTATCCGAGGCGATGTCGTCGGTGCCGCTCAGCTTGTACGGGGTCATGCGGC
AGACCTGGCGACCGCTGATGGGACTCTGGGCGGCGTAATTGCAGTTGCAGTTGGTGGAG
ATGAGGATGTGCTCCTCGGCGCGACGCTTCTCGGCGTTCGGGTACAGGGCTTTGGTCCAC
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TCGAGATCGTGGCGCATGGCGCTCACGGCCTTAGCCGCGTCCGAGAACACCATGCCGCA
GCTCCCGATCGCGTGCGGATACGGGAAACCGCTGTGCTCGGCATCCTTGGCGCACACCGC
GTTGCGCTCGAAGCGGAGGACCACCACTTGCTTGCCGAAACGATTCTTTTCCACCTGGCC
GTTCTGCTCGGCGATGGCGCGCTTTCCCGCTTCGCTGGTCGGATTTAGCTCCACCGTGCGA
GGCTTAGTGAACATGGCGGAGCCGTGCAGACACTTAGGCATGCACGTGCCGAACTCCCA
TCCGTGGCGCCAGACGTGCGCGCCGCCGGGAATGAACTTAGGCTCCAGGTCGGCCATGC
CGTAGACCATGGCGGCCACGAAACGACCCACTTGATTGTGAAAGGAGTCGAANCTCGAA
AAGGTAAGTCGAAACTCGGGGTGTCTTTTGCGCACGAAAGTACCTCCCAGCTTGGTCCAA
ATGGCGTCGTCGGGTCTAATGGTACACCCCTGCCACCTCAAGTCGAGGCGATCGCAGAGC
GTTGTCAGAAACTTCATGGCCTTCTGAGCGCCAAACTCTACGGGATCGTTCAGAGGCTTC
TCGATACCCTCCTCGTCTTCGTCTTCATCGTCGCTGGGCAGCGGCGGCGGCGGCGCGGCA
GACGCCTTCTTTCGCTGCGGCGCCGCCATCTCAGCCTCTTCGGCGGCCGCGAGGGCGTCT
TCATCCTCCTCCTCATCGTCGGTGTCGTTCACCNCGACGGTCGGCCGTTTTTCCTTGCGCG
GTTTCTTGGCCGCGGCCGCGGAAGGAGCCCCCTTCGGGCCCTTCTTCTTGCCCCCTTTCGG
CGCGGTCTCCGCTGCTGCGGCCTGGACGTCGAGGTCCTCGTCGTCCAGCTCCGCGACCGC
TCCTCTCTTGGTCGATTTCGCGTTCGAATCCTTCACCATGGCGACCGTCGCTCCGCCGCGC
TCCTCTTCTTCTTCTTCTCCGTCACCCGGAGAGCTCTCCTCCGAACTGGAGAATACCTCCT
CGATCTCCAGTCTCCTCTTTTGTACCCTCGAGGGCTGACCTATTGGTCGAAAAAGAATCG
ACGTAAACGGCGAAACCCCGCCTAAAGACCCCGGAGTCGGTATAAAAGCGCCCGTGGGA
TGTCACTCCTCACTCTTATGCGCTCGGAGGTCGCGAAAGACGCGTCGCGACACCGCTTAC
CTCGACGAGCCGTCGACGTGGGCGACTTCGGGCGCTGCCGCCAATCCGACTCCGAGTCGT
CCGACCCGGGCATCGGCGTCTTCTCGCGCGTCCGTCTCTTCGGCGCTTGCTGGTCCTCGCC
GTCGGAGCTCGCGTCCCACTCTTCTTCTCGCCCTGCAGCCGCCGACATCGCGGTTCCTACT
TCGGTTGATTCTCCTAAAAAGGCCGGAATCGACGCGAAAGCATCATGCAGGCCGCCCGA
GAGCGCAAAGCCGTGGCCACGCTAGGCCTCGTCTTCGCCACGGTCAAGGAGAAGATCGG
CTGGCGGCGGTTCGTGGAAGCTATCCAACGGTACGTGGCTGACGCCTACGGTGCTTTCCT
GACACTCAATGCGGAAACCGCACCCGTCGGGGGCGACGAAGATAACGCCGTCAAGTGTG
CTCATCGACACTTTAGGCGAAGAAAGGGCTATTTTAGCCGCTTATCGGGTGGCGGAAGA
GCTATTAGACGATAAGCCGCTGCCAAACGACGGCGAGAACAATGGGACCGAAAATCCCC
GGGATGCCGCGCATACCCTTGGGGAGAGTCCCGAATCGGACGAGGACGTACCAAAGGCG
TCCGCCGAGAGCTCTCCCGGCACACCAGCTCGAGACCTTACCGCGGAAGCCGTCATCGTG
TACATCGACTCGGACGGCGGTTGCGAGGAGGAGGCCAGCAGCGAAGAAGAAGAAGATC
AGGAGGAGGAGGAGGACGNGGAGGAAGAAGAAGAGGAAGAAGAAGAGAGGAGGAAG
ANGAGGAGGANGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGACGACGGAACACCCGAGT
CTACCCCTTCTACCGTCATCGAAGCGGCGAATCTCTCGCCGATCGGCACCGACGAAAGCC
ACGGGGAACCCGACGGCGAGCCCGATGACGGTGACGACAGTGACGACGGAGAGGACGA
GGGAAGAAATTCTGACGAGGATAGCGGATACTATTCGGCGGATGGGGGACCTGATCGAT
CACCGCCGCCTTCGGTGTCCGAACAAGACCGACCACCCTCTCCCGTCGCCCCCCTGGAAC
TGGTTCGCGATCGCGGTGACAGCGATCACGGTGAGCCAGATAGCAGCGCCGCTCCTTCCG
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ACGGTGGTCCTGGGGAAGCTCCGTCGACCACCGACGGGGTAGTAGACGAGGAGCAGGAG
CAAGACGAGAACAAGAGGGAGAGACCGCCGTCCCCGCCGCCACCGCTCAGCCCGCTTTC
GACAAATGCCTCCAACGGCAAGCCATGATGCTCACCGGCGCTTTGAAAGACGCTTTGCCC
GAGCAGGAACGCGACGTGCCCCTCTGCGTCGATAGCGTGCAATACCAGCTCGAGCGCTA
CATCTTTAACCCCGATATGCGCGCCCCTCCGGAATATCGCGAAGTGCGCTTTAACTTCTAT
CCGCCCTTCATGCGCCCCAAAGCGATCGCGAACTACCACATTTTTGCCGTCACGGCGCCC
ATTCCGGCGAGTTGCAAAGCCAACCGCAGCGGGAGCCAGCTCTTAGAAGCTTGCCGCGA
CATGAAAGTGTTCAAGCGCTTACCTCGTTGGCGCCTCAACGTCCAATCCGACGACGGGCT
CGGGGACGAAGTGGTACCTGTAACAGAGCTGACAGATGCCAAATTAGTCCCTCTCAAGG
ACGACGTATCGCGGTTGCAGTGGGCTAAGATGCGCGGTGAACACATCCGCTTTTTCAGCT
ACCCTTCCCTGCACATGCCTCCCAAGATCTCGCGTATGCTCATGGAGTGTCTGCTCCAACC
TTTCGCAAACGAAAACGACAAGGCGGAACAGGTCGCCCCCTGCGTGAGCGACGAGGAAC
TGCGCCTGATCGTAGATCCAGAGCAGAGAATGAGAGGCGAGGAACTCTACAAGGCGATG
CTCAAAAGGAGGGCCGTCGTTACCATGGCCGTGCGGTACACCGCTTTGCTCGAGCTCATG
GAACGCGTCTTCCGAGAGCCTTCCTCCGTCAAAAAAGCCCAAGAAGTGCTCCATCACACC
CTTCATCACGGCTTCGTGGCCCAAGTGCGCGAAACGGCCAAAGTGAACCTGAGCAACTA
CGCTACCTACCACGGCGTCACCTACAACGACCCGCTCAACAACTGCACGTCAGCCAAGCT
TTTCGAAGGTAGAGACAAGGAGGACTACGTGCTCGACACCGTCTACCTTTTCTTGGTTCT
CAATTGGCAAACCGCGATGGGTATGTGGCAGCAAGCCATCGATGATACCACCCTGGACA
TCTACGCGAAAGCCTTTACGCGACAGCGGCGCGCCATTTACAGCCTCGGAAGCGTCACCG
AGGTCAGCAAGGTCATCGTCGACATCCTCATGGACGGGGACAGGCTCACGGAGGAAATG
CGGAAAGCCCTCCCCAACTTCGTGACGCAGAGCCAGATCTCCGATTTTCGGCACTTTGTC
ACCGAAAGGTCGAACGTCCCCTCCATGGCCGCCCCGTTCTACCCCTCCGATTTCGTCCCG
TTGGCTTTCCGGCAAAGCGCCCCTCTGCTCTGGGACCAGGTCTACCTCCTCCAGATCGCCT
TTTTCCTCACCAACCACGGAGGATACCTGTGGGAACCGCCCGAGAGCGAAGCGGAGGTG
CCGCAGCACCGCACTTACTGCCCCTGCAATCTCTGCAGCCCGCACCGCATGCCGGCGGAT
AACGTCGCTCTGCACAACGAAGTGCTCGCCATCGGCACTTTCGAGATTCGCAGCGCCGAA
GGCAAATCTTTCAGGCTCACGCCCGAACTCTGGGCCAACGCCTATCTCGATAAATTCGTG
CCCGAGGACTTCCATCCTTTCACCGTGTTCCACTTTCCCGAAAACCGCTCTTCCTTCACCA
AAAATCACACCGGTTGCGTCACGGAAAGTCCGGAAATCCTCTCTCTGATTCGTCAGATCC
AGGCCTCCAGGGAGGAGTTTCTCCTCACCCGAGGCAAGGGGCTCTACAAAGACCCGCAG
ACCGGCGAAACGCTCACCACTTCGGTCGGGGCAGAGAACCGTCCTGGAGCCTCCGGCGG
AGCGCCTCTACCGCCCGCTGCCGCCAGTACCTGCGGAGGAGCTCGAGCGCCGCCGAAAC
CTCCTAGGGCTCTACGGTCTGCCTGCCCTGCTGCTGCAGACCCGGACTCCCAGAGCGACT
ACGGGGACGCTGCTCTCGCGTCATCCAACTACGGCCGATATGGCTCAGAGGATGCTGGA
CGAGAAAATCAGAGTTACCGAAGACCCTCCGGAACCCGAGAACGCCGTTCCCTTCCCTA
CGGACGCCCGGTTCGTGGGGGCTTCGCCCGTGGCGGAGGACCTGGAAGTGAGCGAATCA
GACGGAGAAACGTTAGGAAGCCGGGACACCGAGGAGGATCTGAGTACCATCTCGGAGG
AGGAGGAGGAGGAGGACCTCGAAGAGATGGAGAAAGAGAATATCCCACCGCGGCCCTC
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CTCGCTGCCTCTGGACGGGACGCGGAACCGCAAGCGCCGCCGCTCCGCATCCTCGLCCCGG
GAAGGAGCTGAAGAGGCCTCCGATCCGAAAGAGAGCCAAATCCGATAAAGACGCGGAG
ACCGCGCCCGCGTCCAAAAAGCGCCGTCCTCGAGGTAACTATAGAAGCTGGGTCAGGCA
CCGCGTGGCGATCTGCCAAGCGCTCCGCGACGCCGTTTTCGACCGAAGGCTGGCGGCCG
AAATCCTAAAGAGAGCGCGCGGTATCTTCGTACCGCCCACCGTGCTGGGCTACTACGCCC
GCAAACTCCTAGAACTTCCCGACGAAGATCACTGATCGTCGGCTTTTTTCTTTCTCCTTTC
CTTCTTAGCGGCTCCCGCTACCGCCTCTGACACGCTCCCTCCGCCTCTCCCGCCGAAAAA
ACGCCCCAAAAATACGCCGCGGACCGACTCGTCCTTCGAATTGGTCCCTCCCGAGGTCGC
AGACTTGAAAGCCAACATCCTCGACGTGCTCGTCGAAATCGAAAATATCGCCAAAAACG
ACCCTTCACGGCGCGTTTCCATCCGCAACCGCACCCGGGAAAGCATCACTCGGCAGTTAC
ACTACGTCAAGGACGAGCAAAAACTCACCAAGCTTAAGGCAGATGCGGAAAAAATCCTG
CACCTGTGGAAATCCCTTTCCTAATCCCGCTTCTTTTATAGCGCTACAGACCGCGTGACTG
AGCCCGCGGCAACATCATGAACCTCCTCGAAGCCACTCCTACCGAGTACGTGTGGAAAT
ACAACCCCCTCTCCGGGATTCCCGCCGGCGCGCAACAGAATTACGGAGCGACCATAAAC
TGGGTGGTGCCCGGAGGCAACAGTTTCGCTTACGCGGCGGACGAGATAAGACGGCACAC
CCTAAGCCCTGCCGCCACCCGCGCGATCACCGAACGTTTCGAAGCTGAGTCAGACCAGC
AACCCTTCGCCAACGCCCGGGAAACCGCCTACATCACCGCCAACGTGCTGGACTCTGGCT
TTCCAAAGTCCGCCGTGTACCCCGTGGACCCTTCCGGAGTTCAACGGGTTCAGCTCTCGG
GCGGCGCCGAAGGCCGGATGCAACTCGCGGGTGGCCTCACCGAAGGTCGAGTGCAACTT
TCGGGAGGTGTCCTAGGACACGTCGTGCCTCCTGGGGGGCGAAGACGCGCCGGLGGGLG
TCCGCCGCGATGGTGTGGGACNGCTCTCGCGGGAAACGGGCTTCCCGAGGACGCCGAAG
TGGTTTCGGATACCTACAAGTACTTCCTCCGCACCCAGGGACCCAGCCAAGTCGTGCAAG
AACCCGGCGTGTACTCGCGGAGGCAGTTCATGACCACCTTCCTGCCGGCCGTGGTGLCCCC
GACCTTTCAGCAGCCCCAATCCGCGNGACTTTCCCGCGCAGTACAGCGCCATCTACAAAG
GCACCAACGCGTACGAGGACGTATTTTGGGACTGGTGAAGTCCCTCTCCGCGGCTTACCC
GTTGCTGACGGTGCTCTGTTTCGCAATAAAGTTCTTCCAATTCAGCCTCGCTGAACGGTTC
CCGCCTCGTTATTGTCACGCGTTCGCCTCCGTCGCTCACCACGCGCGCGCGAAACCGTCTT
TTGATCCAAAAGACGTAACCGGGGTTTAGGGGTTGCGCAAACCTCACGATCGCCTGGTCG
TTGACTTTCAACCAATATTTTTTAGGAGCCTGCGACTCCGTCTCCGACATGGCGACCTCGA
CTCCTCACGCCTTCTCCTTTGGCCAAATCGGCTCCCGAAAACGCCCTGCGGGCGGCGATG
GCGAGCGAGACGCCTCGAAAGTGCCGAAAATGCAGACCCCCGCTCCGAGCGCGACCGCECC
AACGGAAATGACGAGCTGGACCTGGTCTACCCCTTTTGGCTCCAAAACGGCTCTACCGGA
GGAGGAGGAGGAGGAGGCGGCGGTTCCGGTGGAAACCCGTCCCTCAACCCGCCGTTTTT
GGACCCCAACGGACCCCTGGCCGTCCAAAACAACCTCCTGAAGGTCAATACCGCGGCCC
CCATCACCGTCACCAATAAGGCCCTGACACTCGCCTATGAACCGGATAGTCTCGAGCTCA
CTAACCAACAGCAACTGGCGGTCAAAATCGACCCCGAAGGACCTCTGAAAGCCACGACC
GAGGGAATACAGCTGTCGGTCGACCCTACGACGTTGGAGGTTGATGACGTCGACTGGGA
GTTAACCGTGAAACTCGACCCCGACGGCCCCCTGGATTCCTCAGCCACAGGAATCACGGT
CAGAGTCGATGAGACCTTGCTCATCGAGGATGATGGATCCGGACAGGGCAAAGAACTCG
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GAGTCAATCTCAACCCCACCGGACCGATTACGGCCGATGAACAGGGTCTGGACTTAGAA
ATAGACAACCAGACGCTCAAGGTCAACAGTGTTGTTACCGGCGGGCGGCGTCCTAGCTG
TACAACTCAAATCCCAAGGTGGTCTTACCGCACAGACTGACGGTATCCAAGTGAACACTC
AGAACAGCATCACCGTTACTAACGGAGCTCTGGACGTGAAAGTAGCCGCCAACGGACCT
TTGGAGTCAACCGNCACCGGGCTCACACTCAACTATGACCCCGGAGACTTCACAGTAAAT
AATGCGGGCACGTTGAGCATTATCAGGGATCCGGCTCTCGTGGCCAATGCGTACCTCACA
TCCGGCGCCTCCACCCTTCAGCAATTTACAGCTAAGAGTGAAAATTCCAGTCAATTTTCTT
TCCCATGCGCATACTATCTGCAACAGTGGCTTTCCGATGGGTTGATTTTTAGCTCCCTCTA
TCTGAAGCTCGACAGAGCACAGTTCACGAACATGCCAACGGGTGCAAACTATCAGAACG
CCAGGTACTTTACCTTCTGGGTTGGAGCGGGCACTTCATTTAATCTTTCTACCCTTACCGA
ACCCACTATTACACCCAACACCACACAATGGAATGCATTCGCCCCTGCCCTTGATTACTC
AGGTGCTCCTCCCTTCGACATCTACGACGCGTCTTCCGTAGTTACGATTTATTTTGAACCC
ACCAGTGGTCGACTGGAAAGCTATCTCCCCGTCCTTACCGATAACTGGAGAACCCATTCT
NCAACCTACAACCCCGGCACCGTCACCCTGTGTGTAAAAACGGTAAGGGTTCAATTGAG
ATCACAAGGAACCTTCAGCACTCTAGTCTGTTACAATTTCCGCTGTCAGAACACGGGCAT
TTTTAACAGCAACGCTACAGCGGGAACCATGACACTTGGACCTATCTTCTTCAGTTGTCC
CGCCCTAAGCACAGCCAACGCTCCGTAATTCAATAAAAAAAAAATGAAACACACAATGT
AAAGGTCTACTGTGATTTTTTTATTAAAGAGTCAACCATACTAAGTCTCTTGGATACCCAT
CAGCCTGTCCCACTCTCCGCGTTGCCAGTAGTACAGGCAGTTCACGGCGTCCACGTACCA
CGATTCGCTCACCAGAAAGACCCGCTGCGCGGGAAAATCCACCATCATTCTGCGGATGTA
GTGACAAGGGAGCGCCCCCATCTGGCCGAGCGTGGCCACCGCTTCCACGAACACACCGG
TGTTGTGCGGAGGTACATAGATGATCATGCCCAGAACTCCTCCCGCGGGCACGGCGCAG
AAGACGGGATAAAATTCGGTAAACATGACGGCGGCCCACGCCGCTACGAAGTACACCCC
TTCCAGACTAGGGTCGCCTTCCAGCCTGCTCCAAAGGTACACGGAGAGACCACTGCTGTC
GGGTTGACTGCACACGGCCATCGGCACGCGTCTCATCTCAAATCCGTGGCAGTGACACCG
CTCCGGAATCATCTCGAATTCTTCCAAACATAGAAAACTGGTGCGCGTGGACGGCCGGCA
CGAAACGCAAATCTCCTTCCCCTGCTCCCGCCGCGGGTTGATGTTCCCCTATGTCTTCGCC
CCATAACCTCTGAGCGGCCATGATCTACACCTGAGATTCTTCGCGCTCTATCTCTGTATAC
ACGTGTTCCGCAGAGCCGCCGTAGACCTCTTCCTCGTCGCTACCTGCCGGTGGCGCTCTC
AGCAACGACAGTTCCAGTGGTGTCGGCGGCGGTGGTACAGAAGGAGGCGGTGAACGGGT
ATCCGAGCGGGAGTCGTAAAACGGATTGCTGCTCACAGTCCAATTGGGGGAACGAGCGG
GAAACTGAGACAGGGAACGCAGCCAGGAGAACCGACGTGATGGCTCGCGGTTATTAGGC
AATGGTGGGGGTAAAGCAGAACACCGGCGACGGATACTCAACGGTGTCCTCGGATGCTC
TTGAGGACCTCCCGCAATGATTCTCCGCCACTGCACGATCAGCAATACAAACGCGATCGT
GGCTAGAAGAGTGCAACAGCCAAACATCATAAACACGTAGGGAACGGCATGTAAATATT
GACTGAGGAAGAGATAACTGGCGGCCACCGCACCGCAGTGAATGAGTCCCACGGTCACA
GCCAGAAGCAGCAGAAGGCATGCCTCTCTGCGGCGTTGGCGGATCCGCACCTATCAATA
GAAAAAAGGGGACTTTCTATCACCCTCCACGCGTGCCCGACGCTTGGACATGCAATTCCG
CAAATAGGACAACTGAGCTATAGTGGCTAGGGGCAAGGGCTGTCTAAGAGGGCATCCGG
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GGCAAGAAGCTTCGGGGTGATGGTCGCAGTACGTGCCGTGAACATGCAGTACCCATTCTT
CTACATCCACAAACGTGGCGGTACGGAAAGCGGGAATGTAGCATAACCCCCGCGACACC
ATGCTCCAGCAAGCGGGGTCGGCCATCTCTTTCAGCATGGATCGGGTCATCAGAGGCTGG
GTCACGGGACTGCCCTTCCCGCAAGTCTTAAGGATAACGGTCGCCACCACATTGGTGCGA
CACGCACCCAGGTAGAGAACGGGGTATTTCAAAAAAGGCAAGTGCTCCGGCACGACCGT
CCGGGAAACCTCGTAACATAGGGATTGAAGGGCCAATCGGAAGGCGACACCGGTCTCTA
GAACGAGACCCGTATCTACGAACAGAAAATCGGTTTTGTTTTTGCGAACCATCCATTCCC
GATGTTTCTCTATCAGAGGTTCCCGCGCTACAAACAGACGCCTCGAAACCGCTCGCAGAA
TCTCCTCCTTTTCCGCGGGTGATAAGGGCAACCGAGACTGCAGTCTCAGAATGACGTTCA
ACAGAACGCACGGTCCCGTCTTGAGTCTGAGATACTTCGAACACCGGCAGCTCACTACCG
TATACAGGGACTCGTGCCACGAGTAATGCTGGGGTTTATCGAAGAGACTAATGGAGGCT
ACGGAACGGCTCGTGTGATACTCCATCATGCGTTCCGCTGCTTCTTGGGACGGACCCTGT
CTGACCAGGATGCTGAACCATATGGCTCCGCATTCGTTTTGATAGCCGCAACCGCGGGTA
ACGGCAACCACCTCCTACACGAAAGAAAACGGGGCAGGGGGGCGCCTTAAGTTACTCAA
GGAAACCGCCCGGGGAAAAATCGGGGCAATGAAAAGCTATCACTCACCGAATCAGAAC
ACAGAGGCATGATGGCGTAACTTAAGACAGCTCTTTTATTGATCAGGTACCGTCACCTGC
AAAGATACACACATTAAACGATACGGTAAGAGTCACCGCGGTAACACCGACATCGGTAG
TGGCAGAATATATAGAGCACGACTGCTGCCGTGAACAGAGCAGCTACGACACCACCCGT
AACAATCGCGAGGCGCGCGGCATCGTCTTCCCAAAATTCACGGATCAGAGAGTAGAACT
CTCCTCCGAGCTGAGCAGACGTAGGGACAGGATCCCGTAGACCCATTGCTACTTTTTTCC
GTCGGATAGCGGTAGAGACCAACACAGCTACCATAGCCAAAAACACAAGCCCCACAACC
GTTAAAAAAAGAGTTCCGGTAGATACACCCGAAGCCGCTACTCGAGAGCCCTCGTCTAT
GGCTCGCAAGGCGACGGCTTGAAGCCTTTCCAGCACTGGAACCGGTTCGGTTTCGTTTAG
CTGGACGGTCACTACCTCCTCTTGATCTGACCCGTTCGCATTTAACATGGACGCGGTTTCC
GAAGTGCTCCAAAAATCGCTTGAACTCGGTGTAGCTGCTGAGAAATTCCAGGTCGAAAC
GGTCGATGCGGAGTCTAGGAACAGTCGATGGTAGAGTTCAAAGACGCAGTAGGTTCTGG
CGGGAACTCCACAGAAACGGGTTCCAGTGGGCTTACCGTTACCTTCAATTTTATAACTTC
AAATTCAAGAAAGAATTCCAGTTCGAATACGTCGGCATTAAAGAAGGTGACGGTAAATT
CTTTCTTCATTCTGTCCAATTGGAAGACACACTGCGCAGCTGTCTGACACACGTCCCAGA
AACTGTACAGTTTATGGGTCCCCGAAGAATCCGTAAGTTGGATACTCGTCAGCCAGAAAG
GAGACTCATTGCTAAGATCTACCTTGAGTTTATGTCCCACTTTCACTTCTACATCAGCCAG
CTGGAGCGGAATCATAGCTATCGAGGCATCTCTATCCGCCAGGCAACCAGACTGAGGAG
GAACACTGACTTGAGATCCGCCGTTCGGATTTAACATCGTGCGATAACTCATTAGGGGGA
ATCGCTCCTTGGTTACCATGCAGTAGTGCGCAGGCCGACCGAACGGATCTCTTGTAGGGT
TACAGTGCATGGTACGCACACACCCTCCAGTCATTCCAGTCATTACTTTACGGTCCTTTAT
CGAGGGAGCGCTTGACGAATCCTGATAGAATCCCTGTGGTGTGATCACGTACACCAGGT
AGATACTTGCAGAAGGATTCCAATGACGGATCCACAACACCTCTTCTGCAAGCTCGGTGT
AACCCACCGCGGTAAGTAGGATCCACAACACCTCTTCTGCAAGCTCGGTGTAACCCACCG
CGGTAAGTACATCATACCTCCCATACCGAAGTGTTTGCTCACTGTAACCTCCGATGAACA
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TTCGACTCCCACTAGAAGCTACTACTATGATCATGATCGGAGTTACAAAGTCCTGCTTGA
GTACGGGTGAGTACGTAATCTCAGTCATGTAGCTAATGCTAATATGATTGAAGTAGCTAG
CGTATCTGTAATCTCGACTCATAGTATACCCATTCCAAGTGCTCCGGACAGGACCCACTT
TGAAACCCTCATTAAGCAAGTGAAACATGGGTAACCCAGTTCTCACATCCAAAGTCTTTA
GAAACTTCGGTACTATCAATCTATGAAAACATCCGCTTTTACTCCACGTATCTCTCCATGA
GAATTCTTCGCAGACCGTCTGTCCCCATATACTTTCTGCACACACTCTTCCCGACCATCCC
CCATGAATCCCACAACTTCTACCGCCCTTATCCTCCAACATGATATCCTCAGAAGCCGTA
TACCCTCCCGTAATCCACGACCCTTCCGTTTTCAGGACTGCCACGTAATCCGCATCATTTT
TATCTAAGCCTCCGGTAACAAACGTGGGCTCTAACCCGACTATTCTGGTACACCGTCTAT
CCCTAGAAATATATGTCCACTGTCTGCAGATAGTAGAGCAAGCGTGAGCGCCGGCAGAA
TGTCCTATACAGTGTAACCTTTTCGAATGTGGTATGTCCGACAGAAACTTCCCGAAATCA
ACATACAGACCGTCATAGTCGTAGTACAGGTTCCAGTCCACCAGGAGCAGCGCGACTGC
AGGCGTCATCTTCTGATGGAAACGCAACACCTTTCTAAAACTTTGATAGCCCATGTAATA
CCCCGGTATAAGCACAATGATATCGGTCTTGCCGGCTAAAGCACTGTGCAATCGATGGTA
GACACCGTATTGGTACGTCGCGTCGTGAAATTTCGGCACACCCCCGTGAGCTCCATACCA
CGTAATCTTCGATGGCGGTCGGCTCAATCTTCCCACGCCTCTCGGAGCATCAAGTTTTAG
AGAATCCGGTCTCGCCACGCATGACCGATTGCCCGAATCGGGACATGCAACTGCCGATTT
CGCACCCGAAATCACGGAGGCTCCGAAGAGCACCCCGACCAACTGAAAACAGAACGCAT
GATTTAGACCCACTCCCCAAAACGACAGAGGATTAACGCGGCCCAGAGCAAAAAGGGAT
AGCAAAAAAAAAAATCCTTACCACTGAGAGATTCATAGACCGAAGAGTCNAGAGAGCAC
GTGCGAACCAGTGGAGTTCTCCAGCACGACTGTGTCAGANCGATGAAGCGGCACTCAAT
TTATACTGTCAAATGGTTAATGTTTAAATACCAGAAAGTGCTGACACCCAGTAAATATTT
ACTTAGTTTGCAGTTCCACTGTTTCCTTATTGCCGTGACTGGACAAAAACCGCAGATAAG
ATGTTCCAGTCAAGGGAACCCGATGTTCCCTCGATAACTTCCCGGTACAAAGTCCAAAAA
TAGAACTAGGTGCTTTATAAATACTAAGAGCCGACTCCTTGGGTGTTTCAGAAGAACACA
GACGATCTAAAACAAACAGGATGAACCTCGGAAGACTCAACACCGCCGGTAAGAACATC
TTAATTTTTTACTTTGTATGATTTTCAATTCTGAAAAACACGTTTCCTGGTTCGTGCACGT
ACGCGGAAACGAAGTTCGAAAAATCAGAGTTGGAATTTTCCAGCTATGGTTAACTATTAA
CTATATGACGTCACTTAGTTAATTATTAACGATATAAAGTAAATGATTAACTCGGACTAG
TTAATGATTAACTATACCTGGTTAATGATTAACTATACCTGGTTAATGATTAACTAGACTT
AGTTAATGATTAACTAGAAGTTAATGATTAACTAGAAGTTAATGATTAACTAGAAGTTAA
TGATTAACTAGAAGTTAATGATTAATCAGNAGTTAATATTACGTCACTCGTTATATATTA
ACTAGTGACGTCACTCGTTATACATTAACCCATTACGTCACTCGTTATACATTAACTAGTG
ACGTCATGAGTAAATCATTAACCTTCATGCATATGCATGAGGAGCTACTGAATATGCATG
AGAGCCTCATACATATGCATGGAACTTATGCATATTCACGACACTCATGCATATGCATGC
ATTGGTTAAAGAGTAACCCTATGACTCAGTGTGTATGTTTACGTTGCCTAGCAACGTTAA
TGATTTACCTGCTGACGTGGCAGCTCCGCCTCCAGGTAAATCATTTACCTGGACTTTGTTC
TTTATGTTTATTCACCATGGCAACGCTACCATATATGGACATCCGACTCCGCCTACCCCGT
TATACATTAACGATGGCGTGATAGGCGGAGCTCTCTCCCATTGGCTCTCAATGACGTAGT
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TCAGGTTAACCATAAGCCAGAACCGCCTATATAGGTAGAGCAGGTAGACCCGGAACACC
ATTCCCATCCGGACCTCCATAGAGTGCGGACCTCTACGGGCTCTCCATACCGGTAAATAT
TTTTATTCCATTTAATCCAATCGAATAAATCAATAATCAACTCAATGCTGTGATTCTGCCT
CAAATTCAATGGTGATTTTCTTTAATAAAAAGCCCACCCCCCTTGGCACCCCCCTGTACA
CCCCCCTGTACAGGCGCCCACCCCCTATGGACACCCCCCTGTACAGGCGACCACCCCCTA
TGGACACCCCCCTGTACAGGCGACCACCCCCCATGGACACCCCCCTGTACACCCCCCTGT
ACAGGCGACCACCCCCTATGGACACCCCCCTGTACAGGCGACCACCCCCTATGGACACCC
CCCTGTACACCCCCCTGTACATTTTCTCCCATAGGCTACAATGGAATACTGCCCCCTAGTG
TCTCCTGCTGTATGGGACCCCTATGATGTGGGCGCCATTACCTTTGCCACTATGGAGCTCC
TCCACGAGGGGGCGCCGTTGAAATTGGGAGACCGCATAGAGAGCCTAGCCAATGGGGTG
CTTTGGAATCCGGATATCCCCGCCCAGCTCTTCAACTGCCTTTCCATTCGCTCATGGGGAT
CACATGGGAAGCGCGTCATGTTCCGTGGCCACACCTACCGGATGTACCACGCCCAGTTAC
GGGTCCGAAGCTCCGCCCCCGTTACTAAGAAACAGGCCGGAAGCCTGCTCCTCAGCCTAT
CACAGAAGCTCCTCTGTTTCCCCGCCCGCTTTAATACCCACCCCCTCGTGATGCAATTGGG
GGGTGGAGTCTAACCCTATGGGTCTACCTGTATATACCAAGAGGGCCCTCCGGATGGCGC
TAGAGAGTATGCGGGTGCGCATTGCCCCTGACGGCCTGAAGGTGGCGCCACCGGAGATA
GGCAAGACCTGTACGGTGAAGCCCCTCAAGACCCCGGAGACCCTCCAGCAGGGGGTCTT
CAGTACCACCGATCTAAAAAGGACACTTCCACAATGGGCTTTTCACCGACTTTTTAACCA
AACCCCCTATATTTGTGGATGGAAAATTGGCACCGCGCCAGAGGGGGCGGAGAGTTGGA
TCGTTACGCTCCACCCCCAGCCATCGACTCCGCCCCCCACCGGGACCAAGACTCCACCCA
CTCTGCAGGACCTTGCCCGGCTGGGCGTGGTCGAGCAATGCCTCAAGATGAGGAGGCGT
GGCCTGGACCGCAGGCACCACCCCTATGCTCAATAAACCAATCAGATTCGAGTACTTGGC
TCCTCCTATTTGTGGGCGGGACTTTGCAGGGAGAAGTATAGCGCCCCCTGGCGGCCGTGG
GCCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGTCAATCGGLCGLCCCC
CTGGCGGCCGAGGGCCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGT
CAATCATTAACCCGACGGCCGGCACGGGCGCCCCCTGGCGGCGGCGCCCGGCACTGCAC
CCTGCGCCTCTTAGAGGCGCCCCCTGGCGGCCGAGGGCCGCCACTGCACCCCTGTCGGAC
TTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGTCAATCATTAACCCGACGGCCGGCACGGGCGCCCCCTG
GCGGCGGCGCCCGGCACTGCACCCTGCGCCTCTTAGAGGCNCCCCCTGGCGGCCGAGGG
CCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGTCAATCATTAACCCG
ACGGCCGGCACGGGCGCCCCLCTGGCGGCGGLCGCCCGGCACTGCACCCTGCGCCTCTTAG
AGGCNCCCCCTGGCGGCCGAGGGCCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGC
GGGGCCGGTCAATCATTAACCCGACGGCCGGCACGGGCGCCCCLCTGGLCGGLCGGLGLCCG
GCACTGCACCCTGCGCCTCTTAGAGGCGCCCCCTGGCGGCCGAGGGCCGCCACTGCACCC
CTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGTCAATCATTAACCCGACGGCCGGCACGGG
CGCCCCCTGGCGGCGGCGCCCGGCACTGCACCCTGCGCCTCTTAGAGGCGCCCCCTGGLG
GCCGAGGGCCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTCTGGCGCGGGGCCGGTCAATCA
TTAACCCGACGGCCGGCACGGGCGCCCCCTGGCGGCGGCGCCCGCACTGCACCCTGLGL
CTCTTAGGGCGCCCCCTGGCGGCCGAGGGCCGCCACTGCACCCCTGTCGGACTTAGTCTC
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TGGTGCGGGCCCGAGTCACGGACGGAGTAGTTTCCATTGCTGCCAGCAGAGGGCATACC
TTTATTCTCAGCTCGCGAGTCTCAACAGATACACACCTCATCGGTGTACAACGTGTCCGC
GTATCTCAGCCCCGTGCACCTCAGCCAACCACCTATATCGCGAACGGCGCCGGTACTCAC
TATGTATTTCCCGACGCGATAGTTCGGATCATTGCACCACTTATTCAAGTACATTCTAAAC
CATTGCCCTTCTGGGACTTGCCACTGATAAAAGCATTCCCGAAAGTACCGCTTCACCGCG
CGAGAACACTTATACAAGTATCTGTCCCGCAGGTTGAACATGGTTAAGCACAGAAGCAA
GGTCATGTGGCAAGAACAAGAACCGCCAGGCTGCAACCCCACGCAGTATCCCATCGGAT
GACCGATCTCCGAGTTCGCCTCCTCGTGGAACGGGTACCATAGCCGCTTCACATCTTGAA
CCAGCTTCCAGAAAACCGCATCATGCATGCACCACGGCGGCACGGCAACTCCGAAGATC
ACGTACAGTGGCATGTTCCGGAAACATCTACGACACAGGTACTGTGACACCTTGCGCGTA
CGCGAAAAGGGAACCCGACCCTCCCCTGCAACGCTCCACTTACGGACAGCCGGCGATGC
GCACTGCGAGCGAACAATAAATCTGCGGCGTTGTGCGCTCTAGGCGGAAGCTGGGGAAA
TATATATAGCCGACTCTTATCTTTATTGCTACCACGCCCGTCACTATCCAGATTTCGAAAC
CTGCTGACACCACCGGAACACGCGACCTCGCCCTCTCTTTATCATCCCTACGCCCAGGTG
ACTCAGTCAAATCCCTTCTATAAAGACCGTTTTTACCTGACCGCTTCCACGTACACAAGG
CGGCACATGAAAGCACCATGCTGCGCCCCGTATCCGCAATCGCGTTCCTCTCGTGCCTAT
GTCTCACGCGGACCGCGCAACAGGTCGGTAAGTCCTTTAATCTTACGACCCACTCCAACC
TCACTCTGCACCCGCAGACCAAAGGAACCTCAAAGCAAGAGTGGCGGCTAGGGCGCGAT
ACCAAGATTGCGATGTGGGAGAAAGGCTACGGATACAGCTACCCGTCGGGACCCTTTAA
AGGCCGCGTAGAAATGAACGAGACCAGTGTCACCCTCTTTGACCTCCGTCCCAACGACTC
TGCCATACTGACTTACTTCTCCGAAGATAGCTCCGGCACGGAGAGTGAATATCCGTACGC
CATCAGCGTAAGAGGTGAGCCGATACTTCCCTACCTATTGCTCCATTCTGCCCATCGAGC
ACCTCATAGCCGACACCCAATACACATTTTCAGATCCCCTCCGCCCTCCCATCCTTAAGA
CGGCTGATGACTAACAATTCCCGTCCGCGGACCGAGAGCCGCATCAGCTTGCAGTGCATC
GCGCTCGATAACGATAGTTCCATTACGTACGCCTGGTACACTGACACCTTAGAGAGCGGG
GACAACATCCAACAAGTAACGGTCCGAACGGATCCTGAGGTAGCAGTTACCTGTCGGAT
ATCGGATGGACATTCCAGCAATTCCGCGACTCTCGTTGTACCACTAAACCGAGGTCAGTA
GTATTCCCCTCCCTCACCGCAACAGATCCGCACAGTAAGGATCATGTCAGGCTTTCACGA
TCCTTTCCCCACTCCTTTAGAACCTGCCGCTCCCTACGGCGCGGATATGACTACGGTGTTC
CTGGCCATCTTAGCCCTTATTCTTCTATCCGTCATCGGCGGCTACGCCCTCAGAAAGCTGT
GTATGCGAAACGAGCGCGTTTTTATTTGTAACCCGTACAGAGAATGTTTTGGTGGTCATC
TCTAGGACAAATAAACTTCTACTTGAAATGAGTTTATTTTTTTTCCCCCTGACTGTTTGTG
ATGGGAAATGATCGGTGCTGCTTATGGACCGAGATAGAGGGAAGGGACGGGGGCATTTC
CCCCTCCCACAGAACCCTCCCACCAAATTTCTCGGTCCAGGGGCATAAGAAAGAGATCA
AATTTACATCTCCGGTAAAGATCACCTCTATAACCCCGGACGGGCGGACACGCTGTGAAT
CCCAGCACTCCCTTCCGATACGCAAACTGACTTGAGCAGTTCGGCCCTGTGTACAGACAA
ACGGATGATCTCTGAGTTCCCAACGGCATTTCATTTATTTGAATTTTCAATTTATTTATTT
ACACATTTACACACTGTACACGGTCATTCGATTTCATTGCCAGACAGAAAGACTAATCAA
TGTCCCCTTTCAGTATGTGGACTGTGACAGCAGGGTCTTCGCTCACTTCACTGTCCGTGTC
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ATCCTCTCTACGCCCACACAGCATCGCCCGATAGTGAAAGCTGACACTCAGCATGAGAAC
CCAACAGCAGGAGCAATGTGAGAGGTAGCCACACAGGAAAACTTTTCTCTTCTCCCTTCA
GACCCCCTCCCGTCGAAACATTGTGATGGACTACTGGTACTTCGCCCTGAGGTTCCCAGG
TAGGAACGACCGTAAGGGTGAACCTCTGAACGCTGTTCTGCATCAGGTCCCGTGTCACTT
GATACATGCCGGAATCCGCGCCACTTAAGTTCTTGATAGTCACGCAGTTCTCGGATCTGT
TATACGACAGCCTCCCTTGATACGCCCCGTAGACCATCGGCTCCTTCAGCGCCTGGTAGT
CCTGCAGCACGAACTTGCGCACGGCGCCCGCATCCATCGCGGTCACTTCCCATTCTCTGA
TCTGAAAACTCTCGGTAGAACCGCACAGAGTCACAGCATCCCGTTCGTTAGCCACGACCC
GGGATACGTTCTCCATTTTCACCGTACCGTTCTCGGGAAGCCCCGACACGGTGAAATAGG
CAGTCTCAGGCTTGGAACCCACCGCGAATGATTGTGATAGCCAGCACCCGTTATTAGCTT
TGATTGCTTCGACATGCATTGAATTACAGGATGAATTTAGCCGCGCCCTCGTCATATAGC
CCAGATCCAGCCCCTCTTTGATCGAAGGAATCACGAAAGCCACTTTCTGCCATCTGTTAC
AGACCTTCCCCGGAGCGTGGTACCATAGCAGCAGCGTGAAATCAGCGCATCTGCCCGTA
GTCAGAGTCACCTCCTTACGGCCCCTCACGGCGGCACCGGAGACGGTGGCAGACAAGCA
GAGCAGGTGCAGTGCGACGGCGGCACACAGCAGGAGCGAGGCCATGACTGCGGAGTCC
GAGCCGAGCGGTGTGCTGCTCGATCCCTCCGCTACCTTTTTATGCNCCACGCACCTCTATT
GTCGGTCACACATTAACTCGCCCCGTCAGCGAAACACCTGAATAACCTATGCCCTTCTTC
CGCTCGGTCAGCACCGCGCCCGCGACCTTTGAACGAACACGTACACTGACTTCCGCATAG
GGAGCAATAAGGAAGTCAGATAGTGAAAAATCGATCCTCGACACACCCACACGGAAACG
CTGACCTAGGCGAAACCTCTCAGGTAAAACATTCACTATACGCACCACGCCTTGAATAAA
CAGTTACCCATACGGGCTATATATTCTACCCCGACTGCAGGCAGCGATCAGGACGCGTCC
ACAGAGAGATCCGTGCGCGACCGTCCTGTCCGGGCTCCTCTAGAATCAAGAACTTACCAT
AACCACGTGCAGGTAAGAACTCCTCTTCTCTTCCTCCAATTTGATCCGATCCTTTTTTTTT
ACGCTACTCAACCGCAACCCGTTTCTTCTCCACCACAGTTACTGCTCCTTCTATGCCTTTG
CCCTCTGATGGGCAGCGGCACACTAGCACCCCTCGTCTCGGTAGACAACTCCTACTCCGC
CTGTTCGGATCCGGCGAACTCCCACTTTCTCCTTCCGAGCAACACCGCCGCCGCCGCCTA
CTCCGAAACCGCGGTTCCCGAAAACTCCTTACCCCCATCCGAAGCCACCACGCCCTGCGA
CGACTTGCTGGAAGAGGACTGCTGGTTCGCGGAGAGCAGCGCGGANTACGCACCCATTC
CCTGGAATACCGAGGAGAACACAACCTTGGTTATTCCGGCACAGGTATCCGTTTCGCCCT
CCAAGTCCACGACGCCCCCAGCGGTCATGNTCGGCATCGCACAGAAAGCCGTGGACCGC
GGATACTCCAGCAAGGACCACACCTCCCATATCGCCACGGGCGTTACCGTAGCCGGAAT
CGCCATACTCATTGTTCTCGTCATCGTNGCCTTTCGCACGAAGGCTAGGGAACCGCGCCC
AGTGCGCTCCATCTATCTGGGCGTGCCTCCCCCCGACGTAGACCTTACCGTATAAAACCA
TAATAAAGATTCAGCTGTCTCATCGCACAAGAATCTTNCCGTGTCCTGTGTCTGTCTCGGC
GCCGTCCGCGGGAAAAAGGTTAACGCGGAATCTATCTCCCTGCGGATTTCCGTATCCGTC
AGTTCCTGGGCGTTTCCGAAAATGCTCACGGGAAGCCACGCCCGTGCGGGCGTGGCTAA
CCAAAGATTCGAAAAACGATCCGCGAGCGCCCTCTGCCGGCGGCGGCGGGAATAGGNGG
TGTGGGGGAGTGTATTTTAAGTAGATATATATAGATGATG
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