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ANKARA BOLGESI KUMES HAYVANLARINDA

Infectious Bronchitis (IB), Infectious Laryngotracheitis
(ILT), infectious Bursal Disease (IBD), Egg-Drop-
Syndrom-76 (EDS-76), Avian Encephalomyelitis (AE)
ve Adenovirus Enfeksiyonlarmm Epizootiolojik
Arastirilmasi ve Izolasyon Calismalar:

Yavuz SAYIM Ayten AKMAN Hamdi GIiRGIN

GiRIS

1980 yilina kadar, bir merkezde tesbit edilen sporadik Inf.
Laryngetracheitis (Lit. 8) vak’as1 disinda arastirma kapsamina gi-
ren viral hastaliklardan higbirisinin Ulkemiz kanatlilarinda mevcut
oldugunu belirten bir rapor veya sikayete rastlamiyoruz. ‘

O tarihlerde diinya kiimes hayvanlarini etkiledigi bilinen bu
hastaliklarin ithal edilen damizlik civciv, yumurta ve canli tavuk
asilar: ile her an Ulkemize sicrayabilecegi ve yeni gelismekte olan
tavukculuk sektoriimiizde biiyiik ekonomik kayiplar meydana ge-
tirebilecegi dikkate alinarak bu hastaliklarin tani metodlarinin la-
boratuvarlarimizin rutin ¢aligmalar: icine alinmasi gerekiyordu.

Nitekim 1981 yilinda Ulkemizde gériilmeye baslayan EDS-76
hastaligi, teshis yontemlerine yabanci oldugumuzdan, kisa zaman-
da teshis edilememis ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olmus-
tur.

Bu arastirma sonunda, bir taraftan konu edilen viral hastalik-
larin teshisi laboratuvarlarimizda yapilabilir hale gelirkén ayni za-
manda Ulkemizdeki epizootiolojik durumlar1 aydinliga kavusmus-
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tur. Boylece bu hastaliklarla miicadele programlarinin hazirlan-
masinda ilgililere 151k tutulmustur.

MATERYAL VE METOD

MATERYAL

Arastirmada kullanilan hasta ve 6lii tavuk, tavuk marazi mad-
desi ile tavuk kan serumlari, laboratuvarimiza muayene ve new-
castle bagiskliginin kontrolii icin getirilen 6rneklerden segilmistir.

METOD

Arastirmada sirasi ile asagidaki teshis metodlar: kullanilmistir.
1 — Klinik muayene

2 — Otopsi muayenesi

3 — Histopatolojik muayene

4 — Serolojik muayene

5 — Etken izolasyonu

1 — Klinik Muayene :

Bu viral hastaliklara ait klinik bulgular patogonik olmakla be-
raber yine de bir seri klinik belirtiler meydana getirirler. Muayene
edilen materyaller arastirma kapsamindaki viral hastaliklar yo-
niinden dikkatlice incelenmis ve siiphe edilenler diger muayenele-
re tabi tutulmustur.

2 -— Otopsi Muayenesi :

Bu hastaliklarin meydana getirdigi makro-patolojik bulgular-
da patogomik degildir, ancak siiphe ettirebilecek degisimler mey-
dana getirirler.

3 — Histepatolojik Muayene :

Laboratuvarimizda muayene edilen materyalde bu hastaliklar-
dan herhangi birinden siiphe edildiginde, siiphelenilen hastaliga
gore secilen organlar tetkik icin histopatoloji laboratuvarina gén-
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derildi. Hastalik tiiniine gore histopatolojik yonden tetkik edilen
organlar:

IB...de : Trachea, bobrek, akciger ve oviduct.
iLT :  Trachea (farinks ve farinks ile birlikte)
IBD : Bursa fabrisius, bobrek.

AE :  Beyin, beyincik, duedenus, pankr¢as.

EDS-76 : Karaciger, oviduct, bobrek, duedenum, akciger ve
paraliz durumlarinda beyin.

Adenoviral Hastaliklarda : Biitiin i¢c organlar,

4 — Serolojik Muayeneler :
a — Agar-jel-diffuzyon test’i : (AGDT)

IB-ILT-IBD-AE ve Adenovirus enfeksiyonlarinin serolojik-yok-
lamasinda kullanilmistir.

b — Hemagglutinasyon-inhibisyon test’i (HI) :
EDS-76 serolojisinde,

a — Agar-jel-Diffuzyon Test'i : (AGDT)

A — Agar'in Hazirlanmasi :

Nobl Agar ... : 6.25 gr.
9% 8.0 lik tuzlu su ... : 495 ml.
pH. : 7.5

Agar tuzlu su iginde acik otoklav veya benmaride eritilir, sii-
ziiliir ve pH.’s1 7.2 ayarlandiktan sonra +4°C’de muhafaza edilir.
Kullanilacag: zaman 121°C'de 20 dakika siterlize edilip tekrar pH
kontrol edildikten sonra (pH. : 7.2 olmali)) @ : 9 om.lik petrilere
15-20 ml. tevzi edilir. (Agar kalinligi 2.5-3 mm. olmalidir.)

Agar dokiilmiis petriler kullanilmadan 6nce 24 saat siire ile
buzdolabinda tutulur. Bu presipitan bantlarin olusmasi bakimin-
dan Onemlidir.
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‘Kullanilacak agar plag: iizerinde Seki]l 1.'de goriildiigii gibi 5
mm. capinda ¢ukurlar acilir. Cukurlarin birbirleri arasindaki agik-
lik 4-5 mm. olmali ve cukurlarin tabani 1’er damla agarla kapatil-
malidir.

Test'in Yapilisi :

Yine Sekil 1’e uygun olarak hazirlanmis bir sablon iizerine ko-
nan petride baslangic noktas: isaretlenir. 1 ve 2 nolu ¢ukurlar po-
zitif ve negatif kontrol serumlary ile; 3-30 nolu cukurlar test edi-
lecek serumlarla ve ortadaki cukurlar spesefik antijenle dolduru-
lup kapag: kapantilan petri, oda sicakliginda ve rutubetli bir or-
tamda, presipitan bantlarin olusmasi icin iki giin bekletilir.

Test Sonucunun Okunmasi :

Reaktorlerin yiizde nisbetlerini belirlemek icin yapilan bu se-
rolojik test’te pozitif olaylarda antijen ile antikor tasiyan (serum)
gukur arasinda test'in yapilisindan 12-24 saat sonra spesifik presi-
pitan c¢izgisi olusur. Yanhz baz virus nev’ilerinde (IBD wve ILT gi-
bi) presifitan cizgisi 2.ci giinde ortaya cikabilir. Antijen konsantre
oldugunda presipitan ¢izgi seruma dogru; presipite edici antikor
fazla ise presipitan ¢izgi antijene yakin tesekkiil eder. Test sonug-
lar1 24-48 nci saatte okunur ve degerlendirilir.

Test edilecek serumlar enfeksiyonun goriilmesinden 18-20 giin
sonra alinmali ve gerektiginde 15-20 giin aralarla tekrarlanmalidir.
Gerek reaktor taramas: gerekse rutin muayergler icin alinan se-
rumlar test’e tabi tutuluncaya kadar —20°C’'de muhafaza edilir.

B — Hemaggutinasyon-inhibisyon (Hi) test'i :

Test'e tabi tutulacak serumlar +56°C'de 30 dakika inaktive
edilir, Test aynen «Newcastle Hi test’i» gibi yapilir ve okunur. An-
tijen ve serum dilusyonlar: tercihan fosfat bafir (PBS) solusyonu
ile yapilir. Hi test’inde 4 HA iinitesi antijen ve % 0.8'lik eritrosit
siispansiyonu kullanilir.
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. SEKIL 1 : Test petrisinin hazirlama ve doldurma semasi.

Baglangig Hokful
(+) Pozitif serum guicuru
(<) Hogatif sorum guiuru
(3-30) Tont serva guiurlari
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5 — fzolasyon Calismalar
a — Enfeksiydz Bronchitis (IB) izolasyonu :

" Ilk izolasyon igin akciger ve trachea'dan yapilmis organ emil-
siyonundan; enfeksiyonun baslangicinda ise tracheal swab’dan ya-
rarlanilir. Baz1 arastiricilar nefrozisin 'goriildiigii vak’alarda, bazi-
lar:1 ise her vak’ada bobrek emilsiyonunun akciger ve trachea emil-
siyonu kadar basarili sonug verdigini ifade etmektedirler.

Dokular miimkiin oldugu kadar aseptik sartlarda alinir, ha-
vanda siteril kum veya cam tozu ile iyice ogiitiiliir ve PBS ile %1
lik emllslyon yapilir. Emilsiyon 1000 rpp.m. devirde 10 dakika
santrifiij edilerek iistteki siipernetant sivi alimir. - Bunun iizerine
1000 UN. penisillin ve 1 -mgr. streptomycin/1 ml. konur ve oda de-
recesinde 30 dakika bekletildikten sonra 9-12 .giinlitk embriyolu
yumurtalarin choric-allantoik bosluguna 0.1 ml. miktarinda inokule
edilir. Inokulasyondan sonra 7 giin i¢inde embriyolarda 6liim, ha-
reket yavaslhgi, kiiciilme, kanamalar ve bobreklerde nefrozis gonii-
liir. Ik pasajlarda bu bulgular goriilmezse 48-72 saat icinde 1-2
‘embriyolu’ yumurta acilarak - allantoik swvisi toplanir ve tekrar,
0.1 ml. miktarinda, .embriyclu yumurtalara inokule edilir, Bu se-
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kilde 3 tercihan 5 pasaj yapilarak virusun embriyoda yaptigi olum-
suzluklar izlenir.

Pozitif olgularda inokulasyondan 48-96 saat sonra toplanan
allantoik sw1 duyarh civcivlere okular veya tracheal yolla verildik-
ten 18-36 saat sonra hayvanlarda klinik bulgular (hiriltili solunum)
goriilmeye baslar.

b — Enf. Laryngotracheitis (ILT) :

Trachea salgisi, trachea ve akcigerlerden alinan organ parga-
lar1 genel metodlara gore hazirlanir. Organ emilsiyonundan 9-12
giinlitk embriyolu yumurtalarin CAM'm1 {iizerine 0.1-0.2 ml. mikta-

rinda inokule edilir. Inokulasyonun 3’cii giiniinden itibaren CAM
iizerinde plaklar olusmaya baslar. En belirgin plak olusumu 5-6’c1
giinlerde goriiliir.

¢ — Enf. Bursal Hastaligi (iBD) :

Hastaligin erken donemlerinde yaklasik 2-3 pilicin bursa fab-
risiuslar1 aseptik sartlarda cikarilarak genel metodlara gore organ
emilsiyonu hazirlamir. Hazirlanan emiilsiyon 2000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernetant sividan 0.1 ml. miktarin-
da 9-11 giinliik embriyolu yumurtalarin korioallantoik bosluguna
inokule edilir. Inokulasyonun 4-6'c1 giinlerinde embriyolarda 6liim,
kiiclilme ve petesiyal kanamalar goriiliir.

Stipheli materyal 2-3 haftalik duyarli civcivin gbziine damla-
tilarak enfekte edilir. Inokulasyonun 3’cii giiniinden itibaren klinik
tablo goriilmeye baslar. Enfekte piliclerin otopsisinde bursa fab-
risiuslarda konjession, pilikalarinda kanamalar ve miikoit bir ige-
rik, bacak ve gogiis adelelerinde kanamalar goriilebilir. Inokule
edilmemis kontrol piliclerin bursa fabrisiuslar1 enfekte edilenlerin-
ki ile karsilastirilarak aradaki fark gozlenebilir.

d — Chicken Embriyo Lethal Orfan Virus (CELO) :

Adenovirus enfeksiyonlar: sistematiktir, bircok organdan virus
izole edilebilir. Yanliz Inklusion-body-hepatitis (IB) enfeksiyonu-
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nun erken donemlerinde karaciger ve bursa-fabrisiusta yiiksek kon-
santrasyonda virus bulunmaktadir,

iB'de oldugu gibi genel metodlara gére hazirlanan organ emil-
siyonundan 6 giinlitk embriyolu yumurtalarin yumurta sarisina
0.1-0.2 ml. miktarinda inokule edilir. Inokulasyondan 2-10 giin son-
ra embriyoda oOliim ve gelisim geriligi goriiliir. Bazilarinda ise
(Celo) 9-11 giinlitk embriyonun korio-allantoik bosluguna inokule
edildiginde, inokulasyondan 4-5 giin sonra embriyoda 6liim ve ka-
namalar goriliir. Diger baz1 adenoviruslar ise CAM ({izerine veril-
diginde plaklar olustururlar.

e — Avian Encephalomyelitis (AE, Epidemik tremor) :

Siipheli materyalden, genel metodlara gére hazirlanan beyin
emiilsiyonu SPF vasifli 6 giinlitk 24 adet embriyolu yumurtanin,
yumurta sarisina 0.2-0.5 ml. miktarinda inokule edilir. Inokulas-
yonun 21’ci giiniinde yumurtalardan 12’si agilarak kontrol edilir.
Pozitif olaylarda embriyolarda hareketsizlik, kiigiilme, adelelerde
atrofi ve bazende 6liim goriiliir. Sayet bunlarda herhangi bir lez-
yon goriilmezse diger 12 embriyodan civciv c¢ikisi beklenir. Civciv-
ler 10 giin gozlem altinda tutularak AE enfeksiyonuna ait klinik bir
belirti gosterip gostermedikleri kontrol edilir. Hastaligin tipik kli-
nik belirtisini gosteren civcivlerin beyin, 6n mide ve pankreaslar
histopatolojik yontemle incelenerek hastaliga 6zgii lezyonlar aranir,

f — Egg-drop Sendrom-76 (EDS-76) :

Hastaliktan siipheli hayvanlardan alinan ovarium, ovidukt ve
sekal lenf parcalarindan genel metodlara gére hazirlanan organ
emilsiyonlar1 6rdek veya tavuk civcivi bobrek hiicre kiiltiiriine
inokule edilerek olusturacag: sitopatik effektler izlenir. Ilk kiiltiir-
lerde sitopatik effektler goriilmezse birkac pasaj yapilir, Pozitif
veya siipheli olgularda doku kiiltiiriiniin santrifiijii sonu elde edi-
len siipernetant sivi ile HA test’i yapilarak virusun varlhigi saptanir.

BULGULAR

Arastirma siireci iginde 3151 ciftlikten muayene igin labora-
tuvarimiza getirilen 6000’den fazla kanatli hayvan materyali (hasta
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ve 8lii tavuk, pilic ve civciv) konu kapsamina giren hastaliklar yo-
niinden muayene edilmis ve sonugta : :
a — 131 Ciftlikte (IBD) Enfeksiytz bursal hastahigi,
b — 19 Ciftlikte (EDS-76) Egg Drop Sendrome,

¢ — 1 Ciftlikte (IB) Enfeksiyoz bronsitis,
d — 2 Ciftlikte (Adenovirus) Cartilago Disease saptanmist1.
Tablo 1.

3151 ciftlikten hicbirinde klinik ve otopsi bulgularina gére ILT
ve AE enfeksiyonlarindan siipheli bir olguya rastlanmamsgtar.

Klinik ve otopsi bulgularina gore enfeksiyondan siiphe edilen
bu olgularda diger teshis yontemleri (Histopatoloji, seroloji ve vi-
rus izolasyonu) uygulanarak kesin teshise gidilmigtir.

 Izolasyon galismalarinda, imkanlarimizin yetersizligi nedeni ile
sadece IBD’de basar1 saglanmistir. 131 ciftlikte tesbit edilen IBD
olgularinin 12’sinden virus izolasyonu yapilmistir, Bunlardan 2’sin-
de ise elde edilen virus swvisi hassas piliclere verilerek deneysel
IBD olusturulmus ve deneme piliglerinin toplanan bursa fabrisius-
lar1 antijen tiretiminde kullanilmistir,

Klinik ve serolojik metodlarla saptanan EDS-76 olgularinda
da izolasyon g¢alismasi yapilmis ancak basari saglanamamuistir.

IB ve Adenovirus olgularinda ise klinik, otopsi, serolojik ve
nistopatolojik teshis yontemleri uygulanmistir. c

Epizootiolojik taramalarda ise newcastle bagisikliginin kont-
rolii icin laboratuvarimiza getirilen tavuk kan serumlar: ve hasta-
liktan siipheli vak’alarda mahallinden alinan kan serumlar1 aras-
tirma kapsamna giren IBD, IB, ILT, EDS-76 ve Adenovirus yo-
niinden serolojik muayeneye tabi tutulmustur. Bu gaye ile 107 cift-
likten 1200 adet kan serumu test edilmistir, Tablo: 2.

AE antijenimiz olmadigindan serumlar bu enfeksiyon yoniin-
den degerlendirilememistir.
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TABLO : 1 Muayene Sonuglari.

Muayene Kullanilan
. edilen. Alingn Sonug Teshis Yontemleri
Hastalik giftlik Klinik Hist. izolas-
adi sayist Pozitif Siipheli Negatif otopsi Seroloji Pat. yon
iBD 3151 131 —_ 3020 + + + +
iB 3151 1 —_ 3150 + + = -
iLT 3151 = —_— 3151 -+ + - -
Adenovirus 3151 2 —_ 3149 = + + =
EDS-76 . 3151 19 — 3132 + + — +
AE 3151 — 4 3151 + — 4 -
T_ABLO : 2 Serolojik Muayene Sonuglari.
Pozitif
Alinan Sonu

Hastalik Ciftlik # % Serolojik
adi Sayisi Pozitif  Siipheli  Negatif orcni yontem
!BD 107 68 —_— 39 % 63.5 AGPT
1B 107 2 — 105: . % 1.8 AGPT
iLT 107 — —_ 107 % 0.0 AGPT
CELO 107 9 —_ 98 % 8.4 AGPT
EDS-76 . 107 19 — 88 % 17.7 Hi

AE —_ —_ — — —_ AGPT

TARTISMA

Arastirmada islenen materyal Ankara, Bolu, Corum, Kayseri;
Afyon, Cankir1 Samsun, Antalya ve Erzincan illerinden gelmistir.
Pozitif olgularin illere gére dagihminda, kaynak sayis dikkate alin-
d1g1nda farklilik goriilmemistir.

iBD ve EDS-76 olgularl 1983 ylhnda goriilmeye ba%lamls ve
hizla yayilmistir, Halen IBD’ye karsi as1 uygulamasi yapilmakta-
dir. Fakat bu konuda diizenli bir miicadele program olmadigindan
hastalik 6nemini korumaktadir., EDS-76 ise yayilma yolunun ver-
tikal olusu ve disiplinli as1 uygulamasinin yapilmasi nedeni jle olgu
sayis1 bolgemizde cok azalmis ve son alti aydir goriilmemektedir.
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ILT hastahginin bdlgemizde varligi 1977 yilinda rapor edilmis
olmasma (Lt. 8) karsihik arastirmamizda bu hastalik yoniinden
stipheli veya pozitif bir olguya rastlamadik. IB hastaliginin bir ol-
guyla siirl kalmasina ragmen gelecekte bolgemiz icin tehlike ya-
ratabilecegi ve bu nedenle simdiden tedbir alimmasinin faydali ola-
cag1 kanaatindeyiz.

Arastirmada karsilastigimz problemler :
a — Standart test antijen ve serumlariin olmayisi,

b — Yeteri miktarda SPF kalitede do6llii yumurta bulma im-
kanmimizin olmamasi,

¢ — Teshis laboratuvarlarimizn biinyesinde doku kiiltiirii ¢a-
lismalariin yapilmamas: karsilastigimiz problemler olarak sirala-
nabilir.

SONUC VE ONERILER

Arastirma sonuglarina gore Bolgemizdeki kiimes hayvanlarin-
da IBD, IB, EDS-76, ve Adenovirus enfeksiyonlar: gériilmektedir.
EDS-76 ve IBD enfeksiyonlar: 1983-1984 yillarinda hizla yayilmaya
baslamis ve as1 uygulamasina gegildikten sonra insidensleri azal-
mistir. 1B olgusuna bolgemizde fazla rastlamamis olmamiza rag-
men bu enfeksiyonunda gelecekte bodlgemizi biiyitk oranda etkile-
yecegi sOylenemez,

Bu sonuglara gére adi gecen viral hastaliklar ve gelecekte Ul-
kemize sicramasi muhtemel diger viral hastaliklar ile etkin bir
miicadele verebilmek ve tahribatlarini azaltabilmek icin bu hasta-
liklara kars: etkin asilarin Ulkemizde de iiretimine baslanmasi ve
miicadele programlarinin belirlenmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Ayrica tavuk hastaliklari teshis laboratuvarimizin kesin ve er-
ken teshis yapabilir donanima kavusturulmas: gerektigi inancin-

dayiz.
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OZET

Arastirmada Ankara bolgesi kiimes hayvanlarinda IB, IBD,
ILT, EDS-76, AE ve Adenovirus enfeksiyonlarinin epizootiolojik
durumu incelenmistir.

Calisma siiresi icinde 3151 ciftlikten 6000 adet kanatli hayvan
adi gecen hastaliklar yoniinden muayene edilmis ve sonugta 131
ciftlikte IBD; 19 ciftlikte EDS-76; 1 ciftlikte IB; ve 2 ciftlikte ade-
novirus enfeksiyonu tesbit edilmistir. AE ve ILT enfeksiyonlarina
rastlanmamistir.

Epizootiolojik taramalarda 107 ciftlikten alinan 1200 adet kan
serumu serolojik muayeneye tabi tutulmus ve sonucta 68 ciftlikte
IBD; 2 ciftlikte IB; 19 ciftlikte EDS-76 ve 9 ciftlikte adenovirus
enfeksiyonu pozitif bulunmustur.

SUMMARY

The epizootiological situation of the IB, IBD, ILT, EDS-76, AE
and Adenovirus infection in chickens of Ankara Regions were exa-
mined.

During the resarch period a total of 6000 chickens from 3151
farms were examined for diseases mentioned above and consequ-
ently IBD infection was found in 131 farms; EDS-76 'was found
19 farms; IB was found in 1 farm and adenovirus infection was
found in 2 farms. AE and ILT infections couldn’t be observed.

In the epizootical surveys 1200 blood samples from 107 farms
were examined serologically and as a result IBD infection in 68
farms, IB infection in 2 farms, EDS-76 in 19 farms and Adenovirus
infection in 9 farms were found positively.
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