
TAVUKLARlN B~I ViRAL HASTALIKLARININ 
EPİZOOTİYOLOJİK TARAMASlNDA KULLANlLMAK 
ÜZERE ANTİGEN,:VE ANTİSERUM HAZlRLANMASI 

Aysel ERGÜN (*) 

GiRiŞ 

Bilindiği gibi tavukçuluk çok yönlü yetiştirme esasına daya­
nır. Araştırmaya konu olan viral hastalıkların (CELO, I.B., I.L.T., 
I.B.D., A.E. ve EDS'76) çoğu damızlık yumurtacı ve brayler işlet­
melerinde ciddi ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Ölüm olay­
lannın dışında bu enfeksiyonlara bağlı verim düşüklüğü, gelişme­
nin gerilemesi ve enfeksiyöz hastalıklara karşı yapılan aşılamalar­
da istenilen bağışıklığın temin edilemediği görülmektedir. 

Bu hastalıklarm ülkemizde yaygınlığının araştırılması ve bazı 
teşhis metodlarının laboratuvarımıza yerleşmesi amacıyla yurt ça­
pında bir araştırma düşünülmüştür. Proje Etlik, Pendik, Bornova, 
Konya ve Elazığ Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüler.. ile 
Bursa ve Afyon Bölge Saglık Kontrol Laboratuvarı tarafından yü­
rütülmüştür. 

Araştırmada; ·cELO, Inf. Bronşit, Inf. Larİngo traheit, Inf. Bur­
sa! hastalığı ve A. Ensefalomiyelit'ten serolajik taramalannda 
A.G.P. testi, EDS'76 ise H.I. testi uygulanmıştır. Bu uygulamada 
gerekli antigen ve antiserumlarm üretimi Etlik Veteri:p,er Kontrol 
ve Araştırma Enstitüsü Marek Aş~ Üretim Laboratuvarı tarafından 
karşılanmıştır. ' 

Agar-gel presipitİn testi (AGP bazı viral hastalıkların teşhisin­
de ve antijenlerin identifikasyonunda kullanılan basit bir yöntem­
dir. Woernle (1956) ilk defa A.G.P. testini Inf. Bronşİtte kullanmış­
tır. Woernle (1959 -1966) ve diğer araştıncılar 9 -ll günlük enfek-

(*) Hayvan Aşıları Kontrol Merkez Müdürlüğü, Uzm. Vet. Hek., .Bornova- iZMiR. 
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te embriyoların C.A.M'dan antigen hazırlamışlardır. Daha sonrala­
rı enfekte embriyoların allantaik mayiden hazırlanan antigen kul­
lanılmaya başlandı. Guillen (1962) de EID S0/7-8 olan allanroik ma 
yinin konsantre etmeden başarılı sonuç aldığını iddia etmiştir. 
Pek çok araştırıcı ise değişik yollardan konsantre etmek suretiyle 
daha net ve düzgün presipitİn teşekkül edeceğini ifade etmişlerdir 
(21, 27, 41, 44, 43) : Enfeksiyöz bronşide A.G.P. tes.t antingeinin ha­
zırlanmasında genellikle Beaudette suşu kullanılmaktadır. Ancak 
antiserurn ' üretiminde J. · Lohr (1976) yaptığı araştırmada M 41 su­
şunun daha iyi sonuç verdiğinden söz etmektedir. 

Araştırmalar, Inf. Bronşitte, presipitİn antikorları, aşılamanın 
yöntemine veya enfeksiyonu meydana getiren virusun virulerısine 
bağlı olarak 1 - 3 hafta arasında gÖrüldüğünü ortaya koymaktadır 
(S, 22, 23, 24, 26, 29). 

Caporale ve arkadaşları {1972) deneysel olarak enfekte ettikle­
ri bir grupta enfeksiyondan üç gün sonra diğer grupta ise 20 gün 
sonra presipitin antikodarına rastlamışlardır (S). 

Cough ve arkadaşları (1977) yaptıkları araştırmada ise . enfek­
siyondan bir hafta sonra hayvanların büyük çoğunluğunun pozitif 
olduğunu görmüşlerdir (12) . Gaydzinski'nin (1977) yaptığı araştı~­
nia presipitin antikarlarının oluşması üzelinde virusun virulensi­
ıiin etkinliğini ortaya koymaktadır. Buna göre · H 120 ile yapılan 
aşilamalarda hayvanların % 70'inde, H S2 ile yapılan aşılamada 
ise % lOO'ünün de presipitİn antikodarının oluştuğu ifade edil-
mektedir (ll). · 

Kanatlıların adeno virus enf~ksiyonlarında CELO . phelps suşu 
grup antigeni olarak kul~anılmaktadır (3, 27, 32, 33; 34, 3S, 43). 
Bu enfeksiyonların A.G.P. testi ile teşhisinde Wari Eck (1976) ve 
diğı::r araŞ,tırıcılar 9 --11 , günlü)< en~ekte emb~iyoların amnio-allan­
tqik. m~yileriiıi hiç bir ~onsantrasyona tabi tutmadan an!igen ola­
rak kulhinılılıışlardır "(39. Diğer bazı araştırıcılar ise 9 -ll günlük 
enfekte embriyoların % lO'u öldükten sonra (yaklaşık 48 ~ 72 saat) 
geri· kalanlarını öldürmek suretiyle C.A.M. antigen kaynağı ·olarak 
kullanmışlardır {26, 32, 33, 43, 44). 

Yalnız Woernle'nin yaptığı bii:: araştırmaya göre (1966) kullan­
dİğİnız suş 'yumurtaya adapte edeğilse enfekte C.A :M.'ları 8, 9 ye 
10. günd,~ toplamanız gerekmektedir (43). 
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Aynı araştırıcı adenovimsun deneysel enfeksiyondan sonra 
8 -10 günde presipitİn antikorları oluşturulduğunu kaydetmekte­
dir. aVn Eck (1976) sahada yaptığı yumurtacı ve ıbroyler üzerindeki 
taramalarında kabukslıi ve şekilsiz yumurtlamanın . görülmesinden 
1 hafta sonra presipitİn antikodarını gördüğünü üç hafta sonra 
ise · kümesin tamamının pozitif olduğunu ifade etmektedir. Yates 
ve arkadaşlarına göre ise (1979) enfeksiyondan 8· hafta sonra presi­
pitin antiroorları oluşmaktadır (39, 42). 

Gumboro hastalığında özellikle kantitatif, A.G.P. testi enfek­
siyon veya bağışıklık antikoru niteliğini dahi ayırt etmede serolo­
jik, teşhis vasıtası olarak kullanılmaktadır {7). · · . . 

Cullen ve arkadaşları (1975) yılında patogen. bir suşla enfekte 
edilmiş piliçlerin enfeksiyondan üç gün sü'nra 'B. Fabricuslarını 
alıp homogenize etmişler ve santrifüj yoluyla purifiye ederek anti­
gen olarak kullanmışlardfr. Daha s~nra 1977 yılmda Ulbrich, Mc 
Perran (1977) ve 1979 yılında Ley aynı amaç için ve aynı yöntemle 
enfekte B. -Fabricustan A.Ç.P. test antigeni hazırlamışlardır (7, 18, 
27,38). . 

Gumboro . enfeksiyonundan·· sonra teşekkül eden· presipitİn an­
tikıorlarınıri süresi ve diğer antikorlada paralelliği üzerinde yapı­
lan araştırmaların sonuçları birbirini tamamlar mahiyettedir. ' 

Bu hastalıkta hem deneysel enfeksiyonlarda hem tabii enfek­
siyonlarda presipitİn antikorları enfeksiyonun birinci güni.i.nde 
başlayıp üç hafta devam etmektedir (7, 16, 18, 45, 46, 49, 31). 

Windewogel {1975) presipitİn antikorları ile nötralizan anti· 
korları arasında, Yachide (1978) ise A.G.P. testi ile rediksüyon testi 
arasında bağlantı bulmuşlardır. Bazı araştırıcılar ise kantitatif A.G.P. 
testini I. Bursal · hastalığında semmda mevcut presipitİn antikor­
larının enfeksiyon veya bağışıklık antikor niteliğini ayirt etmede 
kullanmaktadırlar (40, 46, 49). 

Avian Ensefalomiyelit'is antigeninde genellikle embriyoya 
adapte Van Roekel suşu kullanılmaktadır. Lukent (1971) yılında 
A. E. karşı gel presitin test antigeni hazırlanma~;ıjizerinde yaptığı 
araştırmada enfekte embriyoların b_eyni ve . gastro in testinal <;iste­
minden· yararlanmıŞtır. Bunun dışinda diğer araştırıcılar enfekte 
embriyonun beyninden elde edilen antigellin iyi sonuç verdiğini 
ifade etmektedirler (2, 14, 17, 20, 25, 30). 
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Bu araştincılardan Ikeda 1977 yılmda yaptığı bir araştırmada 
enfekte beyin süspansiyonunun purifiye edildikte nsonra % 12-15 
tuz ihtiva eden agar-gel de presipitİn çizgisinin çok net olduğu so­
nucuna varmıştır {17). ·Girshick (1982) konsantre olarak hazırlan­
mış antigenle yapılan A;.G.P. testinde prensipitin antikodarının 
S. N. antikorları ile paralel olduğu, Nichools (1986) yaptığı araş­

tırmada aynı şekilde A.E. deA.G.P. testinin Elisa yerine kulla.nla-
bileceği sonucuna varmıştır (14, 30). -

Laryngo traheit antigeninin hazırlanmasında embriyoya adap­
te bir suş kullanılmaktadır. 9-11 günlük embriyolar enfekte edil­
dikten sonra 4. ve S. günlerde C.A.M. alınarak A.G.P. testinde anti­
gen kaynağı olarak yararlanılmaktadır (4, 9, 10, 32, 33). 

Ancak bu enfeksiyonda presipitİn antikodardan serolajik teş­
suş yerine patogen suş kullanırlarsa embriyoya inokulasyor.dan 
sonra S ve 10. günlerde C.A.M'ın alınması gerektiğine işaret etmek­
tedir (43). 

Ancak bu enfeksiyonda presipitİn antikodardan serolajik teş­
histe diğer enfeksiyon hastalıklarmda ki kadar yararlanılamadığı 
gözlenmektedir. Nitekim Adair (1986) A.G.P. Elise, F.A. ve SN test­
leri üzerinde mukayeseli olarak yaptığı araştırmada presipitİn an­
tikorlan ile diğer antikorlar arasında . paralellik bulamamıştır (1) . 
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MATERYAL ve METOD 

Materyal: 

1 - Referans Suşlan : 

I.B. Beau,~ette suşu (İngiltere'den) 
I.B.D. Chevielle Suşu (İngiltere ve Almai}ya'dan) 
CELO-Ph~İps Suşu (Almanya ve İngiltere'den) 
I.L.T. (Almanya'dan) 
A.E. Van Rockel ve 1143 suşu {İngiltere ve Hollanda'dan) 
EDS'76 127 suşu İngiltere'den temin edildi. 

2 - Standart antigen ve antiserumlar. 

3 - SPF nitelikli embriyolu yumurta (İngiltere) 

4 - Yukarıdaki enfeksiyonları geçirmemfş aşısız civciz ve 
piliçler. 

S - Agar-gel için (Agaııose ve Nöble agar) 
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6 - Embriyo fihroblast hücre kültürü (CEF) 

7 - Araştırmaya dahil Enstitü ve Bölge Laboratuvarırı.dan 
gelen Bursa! Fabricius ve serumlar. 

Metod: 

1 - Agann hazırlanması : 

Bütün araştırma süresi içinde Woernle'nin (1972) yaptığı for­
mülden yararlanıldı. Yalnız fenol kullamlmadı (10, 13). 

2 - Antigen hazırlanması: 

CELO (Chicken emnbriyo-lethal orphan) Adenavirus enfeksi­
yonlarmda grup antigeni olarak kabul edilen bu suşun 10-3 dilis­
yonundan SPF nitelikli 9- ll günlük embriyolu yumurtanın chorio 
allantaik boşluğuna 0,1 ml inakule edildi. İkinci, Üçüncü ve dör­
düncü günde ölenlerin amino-alLontoik sıvılan alınarak stok virus 
olarak -20°C muhafaza edildi (3). ·-

ı . 
A.G.P. testinde kullanılmak üzere antigen hazırlamak am:ıcıy-

la bu suşun 10-3 dilisyonundan SPF nitelikli 9 -ll günlük embri­
yolu yumurtanın Chorio-allantoik boşluğuı.ıa 0,1 ml inokı,ı.le edildi. 
İnokulasyondan sonra; -

Üçüncü günde ölenlerin amnio-ailantoik mayi alındı_ (43). 

İkinci ve üçüncü günde ölenlerle, canlı kalan embriyolar +4°C 
iki saat tutulduktan sonra amnio-allantoik mayi alındı ve 4500 de-
virde 10 dakika santrifüj edildi (39, 34, 26)~ 

Ayrıca yine stok virusun ·10-3 dilisyıonundan 9 -ll günlük (:-mb­
riyo1u yumurtanın chorio- allantaik boşluğuna 0,1 ml verildi. · ina­
kulasyondan sonra 3. ve 4. günde ölenler ve canlı kalanlar +4°C 
en az iki saat tutulduktan sonra C.A:M. alındı ve eşit hacimde BPS 
ile hemogenize edilerek -20°C saklandı (32, 33, 43). 

·· Her üç metodla elde edilen antigenler spesifik antiserı.;mla 
A.G.P. testinde test edildikten sonra pozitif olanlar ·....;_20°C muha­
faza edildi. 

Immun serum hazırlanmasnda, yukarıda temini aÇikiarunış 
ola.n stok viru~un 10-3 dilisyonundan S haftalık piliÇler ayrı ayrı 
I.N. ve I.V. olarak enfekte edildiler. ··Enfeksiyondan 8 - · ıo gün sori­
ra kanlan alındı, Spesifik antigeni ile A.G.P:· : ıestine tabi tutu.lduk-
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tan sonra pozitif qlal}lar inaktive ed!lerek :-:-20°C'de muhafaza edil­
di (43). 

Yine 10-3 dilisyanda hazırlanan CELO virusundan iki gmp S 
haftalık piliçler LV. ve Kloaka yoluyla enfekte edildiler. Bu işlem 
bir hafta ara ile üç defa tekrarlandı. İlk enfeksiyondan sonra gün 
aşın kanları alınarak pozitif olanlar .inaktive edilerek -2o~c'de 
muhafaza edildi (4, S, 26, 36). · ·· · 

Inf. Bronşit: Önce.embnyoya adapte Beaudette ' suşunun 10-_2 

dilisyan undan ·sPF nit~likli · 9 - ll günluk ·· embdyohı yÜmi.ı~tanıi:ı 
Chorio-allantoik boşluğuna 0,1 ml inokule -edildi. İlk 24 ·saatte ölen 
embriyolar ekarte edilerek . 48 - 72 saatte ölenlerin amino-allant o ik 
mayileri alındı ve -;-20°C'de stok virus . olarak saklaıidı. . 

Antigen hazırlanmasında; · ,, 

1 - a) Stok suşun J0-2 dilisyonundan 9- q günlük SPF . _ı:ıit~­

likli embriyolu yumurtanın Chorio-allantoik .boş1uğuna 0,1 ml ina­
kule edildi. İnokulasyondan 15- 18 s~at sıonra · c ~·A .M. aİınarak 1/5 
kloroform ·ile bi_r süre dinİendir;ldi. b aha sonra honi.o:genize edile­
rek 10.000 devirde 20 dakika santrifüj · edilip supernetaİıt · ant igen 
olarak -20°C muhafaza edildi (43). · 

b) Aynı şekilde elde edilen C.A.M. membranlar eşit hacımde 
doymuş ·amonyum·· sulfatla katıştıi-ilip 10.000 devirde 20 dakika 
santrifüj edildikten sonra . sediment antigen olarak -20°C saldan· 
dı (43). 

2 - a) Yüksek titreli I. Bronşitis ·virusunun 10-3 dilisyorıuri~ 
dan SPF nitelikli embriyolu yumurtanın Chorio-allantoik b:Ç>şluğuna 
0.1 ml inofuule. edilği. İnokulasyondarr 22- 28 saat sonra canlı çmb­
riyolar öldürilierek C.A.M. toplandı ve tuzlu . suda . yıkandıktan · son­
,ra grift tüpünde ezilerek homogenize edildi. Takiben :20°C anti­
gen olarak muhafaza edildi .(34). . 

b) Bölüm «a» daki gibi enfekte edilen embriyolardan 3 . ve 4 
günde ölenlerin , C.A.M . . alınarak homogenize edilerek PBS ilave 
edildi. Daha sonra homogenize edilerek -20°C de muhafaza ed~l­
di (32, 39). 

. . - . 
3 - Virusun- 10-4 dilisyonundan SPF. niteliklL9 -ll günlük 

embriyolu yumurtann chorio-allantoik boşluğuna 0,1 ml inakule 
edildi. İnokulasyondan sonra ilk 24 s.~atte . ölenler ek~rty eP..ildi~ 
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ten sonra, 40 ~ 68 saat sonra ölen embriyolann amnio-allantoik sıvı­
sı alındı ve -20°C'de antigen olarak muhafaza edildi (21, 27) . 

Serum elde edilmesinde; 

1 - Massachusette tip bronşit virusundan yararlanıldı. Viru­
sun ıo-2 dilisyonulıdan S haftalık piliçlerc Ol.l m~, f ! \Nascıl ve T. 
Tracheal inakule edildi. İnokuhsyondan · g·_ i O gün sonra kanları 
alınarak seru~ları inkivasyonu takiben~20°C muhafaza edildi (43). 

2 -Üç- beş . haftalık .piliçlt;!r ithal kaynaklı Inf. Bronşit aşıs\ 
11 

(H 120) ile burun, gö~ yoluyla aşılandılar. Aşılamadan bir hafta 
-sÖnra piliçler l.ki gruba ayrıldı . . G:İ-uplardan biri H S2 aşısı ile birer 
hafta aralıkla iki .defa burun göz yolu ile , aŞılari.dılar. Gün aşırı kan­
lan alınarak presipitİn oluştuı~anlar inaktive edildikten -:onra 
_:_2Ö"C muhafaza ediidi' (S, lı, 23,.24, 34~ 36): 

Infeksiyaz Laryngo-trahcitis Antigeni; Embriyoya adapte viru­
sun 10-1 - . 10-2 dilisyonuı1dan SPF nitelikli .embriyonun C.A.M 
0.2 mİ inakule edildi. Dördün~ü ve S. günlerde . ölenlerle, . S. günde 
capİı kalanların +4°C de en az"iki saat tutulmak suretiyle öldürüle­
rek ·c.A.M. alındı. Eşit hadinde PBS ile ıi.~İnögenize edildikten son­
rn, 3.000 rpnı 10 dakika santrüfüj edildi. Daha: sonra supernatant 
alınarak stok virus olarak ...::_20°C muhafaza edildi. · 

Stok virusunun ıo-~ d_ilisyonundan 9- ll günlük SPF nitelikli 
embriyolu yumurtanın C.A.M.'nıiıa 0,2 ml inakule edildi. inakulas­
yandan sonra 4 ve S inci günlerde ölenlerle canlı kalanlar +4°C'de 
en az iki saat tutulduktan sonra C.A.M. alındı. Eşit hacimde PBS 
katılarak homogenize edilerek po~itif I.L.T. seromu Üe A.G.P. tes-

ı . . . . . 

tinde kontrol edildikteh" sonra · -20°C'de muhafaza edildi (l. 19 
32, 33, 37, 43). 

Aıitiserurri; elde. edilmesi iki yöntemle denenmiştir : 

1 - Antigen hazırlanmasında kullanılan C.l\.M.'ın homogenize 
süspansiyonunun 1/10 d~lisyonundan 0,1 ml LV. ve LT. olarak ve­
rildi. Inokulasyondan~ 8. • 10, 21 ~ve 28 gün ' sonra kan · alınarak se­
rumlar spesifik antigenle test edildi ve pozitif olanlar -20"C'de .. 
muhafaza edildi cı,· 6, 43). . , . . . 

. 2 :-- Yine aynı antigen kaynağından S haftalık piliçlere 0,1 ml 
L nasal ve I. Venoz olarak inakule edildi. Bu işlem iki hafta ara 
ik.· 3 d~fa tekrarlandı. Enfeksiyondan sonra gün aşırı kan alınarak 
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serumlar spesifik antigenle A.G.P. testine tabi tutulup pozitif ·:llan­
lar -20°C'de muhafaza edildi . (5) . . 

Infeksiyaz Bursal hastalığı (I.B.D.) Antigeni İngiltere'den te­
min edilen Chevill'in patogen I.B.D. suşunun ıo-ı dilisyonundan 
3-5 hafta piliçlere kloaka yoluyla O,OS verildi. Enfeksiyonlin üçün­
cü gününde bursa ·fal;>riciuslar amarak eşit ha_cimde PBS ile ho­
mogenize edildi. Ve -20°C'de stok virus olarak muhafaza cJildi 
(6, 7, 38, 42, 46). 

Bu suştan aynı yöntemle elde edilen homogenize enfekte B. 
Fabricius süspansiyonunun bir kısmı alınarak eşit hacimde distille 
su ve areton 113 ilave edilmek suretiyle 2000 g. 30 dakika santrüfüj 
edildi ve supernetant alınarak pozitif serum ·karşısında test · edil­
dikten sonra A.G.P. testinde kullanılmak üzere -20°C'de muhafa­
za edildi (7, 27). 

Aynı enfekte B. Fabricius süspansiyonunun diğer kısmı ise eşit 
hacimde PBS ile homogenize edildikten sonra areton 113 ilave edil­
meden doğrudan pozitif serum karşısında test edildikten sonra 
A.G.P. test antigeni olarak -20°C'de muhafaza edildi. Araştırma 
süresince bu yöntemle sahadan izole edilen patogen suşlarla da 
antigen hazıdandı ve pozitif serum karşısında kontrol edildikten 
sonra -20°C 1 de muhafaza edildi. 

Bu enfeksiyona karşı antiserum hazırlanmasında : Antigen ya­
pımında kullanılan stok virustan 3-5 haftalık piliçlere 0,05 ml klo­
aka yoluyla verilmek suretiyle enfekte edildiler. Enfekte hayvan­
ların gün aşısı karılan alınarak serumlan A.G.P. testine tabi tutul­
du ve pozitif reaksiyon veren piliçler kesilerek serumlan alındı 
(6, 1, ıs , ı6, ı9, 46, 3ı, 38). 

Avian Encephalomyelitis; antigeninde embriyoya adapte Van 
Rochel suşunun 10-2 dilisyonundan 6 günlük SPF nitelikli embri­
yolu yumurtanın sarısına 0,2 ml inokule edildi. İlk 20 saatte atıla­
rak, canlı kalanların inokulasyondan 12 gün sonra beyinleri alına­
rak homogenizasyondan sonra -20°C'de stok virus olarak muha­
faza edildi. 

Bu stok virusun 10-3 
- 10-4 dilisyonundan 6 günlük embri­

yolu yumurtanın sansına 0,2 ml inoktİJ.e edildi. İlk 24 saatte ölen­
ler atıldı. Diğerleri her gün . muayene edilerek ölenlerin beyin ve 
gövdeleri alındı. Canlıkalanlar ise 12. günde +4oC'de. en· az iki saat 
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tutulduktan sonra embriyıoların beyinleri ve gövdeleri alındı ve 
eşit miktar-da PBS ile homogenize edildi. Birkaç defa dondurulup 
çözilierek -20°C'de antigen olarak muhafaza edildi (2, 6, 8) . 

. \ 
Yine aynı suşun 10-2 dilisyandan SPF nitelikli em,hriyonun 

yumurta sarısına 0,1 ml inakule edildi. Enfeksiyondan 9 gün c;;onra 
ernbriyonun beyni ve gastro-intestinal sistemi (bezli mide, mide 
ve barsak) ayrı ayrı alınarak eşit hacimde PBS ile homogenize edi­
lerek 3 defa dondurolup çözüldü. Böylece elde edilen antigerrlerin 
yarısı doğrudan, diğer yarısı 2500 rpm'de 15 dakika santrifüj edi­
lerek supernetant A.G.P. test antigeni olarak -20°C'de muhafaza 
edildi (20). Bu yönteme ilave olarak inokulasyondan sonra 6, 7 ve 
8. ile 12. glinlerde ölen embriyoların beyinleri ve mide barsak sis­
terninden ayrı ayrı antigen hazırlandı. A.G.P. testinde pozitif se­
rum karşısında test edilerek -20°C'de muhafaza edildi. 

Antiserum üretiminde; yukarıda tekniği açıklanan antigenler­
den hem beyin hem de gövde süspansiyondan 3 - 4 haftalık piliç­
leı-e 0,01 ml I. Cerebral ve I. Muskuler olarak enfekte edildi. Gün 
aŞırı yapılan serum kontrollerinde pozitif serumlar inaktive edile­
rek -20°C'de muhafaza edildi {2, 20, 6). 

Egg Drop Sendrom hastalığının kontrolünde kullanılan H.l 
testi için antigen hazrlarnak amacıyla EDS 127 suşu temin edilmiş­
tir. Fakat CEF hücre kültürüne ekimde üreme temin edilemedi. 
Daha ~onra yeniden suş temin edilemediği için çalışma devarn etti­
'rilernedi. 

Bu araştrrna devam ettiği müddet içinde üretilen antigen ve 
antiserumların dışında İzolasyon çalışmalan da yapıldı. 

Etlik Vet. Kont. ve Araş. Enst. Tavuk Teşhis Laboratuvarında 
~Çankaya» kodu ile gönderilen enfekte B. Fabricius'un 1/10 sus­
pansiyonu hazırlandı. 

Süspansiyondan; 

1 - Onbir günlük embriyolu yumurtanın Chorio-allantoik boş­
luğuna 0,1 ml inakule edildi ve ölen embriyolar histopatolojiye ve­
rildi. 

. 2 - Üç haftalık piliçler ayr~ süspansiyondan 0,05 kloaka yo­
luyla enfekte edildiler. Enfeksiyonu takip eden üç gün içinde ölen 
'Ve ağır klinik belirtiler gösteren civcivlerin B. Fabriciuslar alına· 
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rak bir kısmı histopatoloji laboratuvanna gönderildi. Bir kıs:mı çla 
yeniden homogenize -edilerek referans antiserumla A.G.P. testine 
tabi tutuldu. 

· Aynı Şekilde canlı · kalanlardan kan almak suretiyle serumları 
referans antigelili A.G.P. testine tabi tutuldu. 

Bu ilk .vakanın dışında Afyon'dan 13, Etlik'ten 9, Bursa Bölge 
Lab~ratuvarı'ndan 15 adet B. fabri~ius'dan ayıi.ı şekilde izolasyon 
çalışmaları yapıldı. 

Bunların dışında, Türkiye Kalkınma Vakfı .Bolu ve Çubuk -üni­
telerinden ·gelen 57 adet serum Inf. Bronşit ve Ensefa:lomiyelit yö­
nünden Elazığ Viroloji Enstitüsü'nden gelen 32 serum I Bursa! 
hastalığı yönünden A.G.P. testine tabi tutuldu. 

BULGULAR 
- . 

Adenavirus enfekşiyonlarının taranınasında grup antigeni ola-
rak kabul edilen· CELO (Chicken eı:rıbriyo Jethal arphan), I.B. (Inf. 
B:rıonchitis), · I.B.D. (Inf. Brusal Disease)_, karşı antigen ve antise­
rum hazırlanmasında ve bunların serodiagnostik olarak kullaml­
masın~a . oldukça başarılı sonuçlar alındı. 

CELO antigeninin hazırlanmasında metod bölümünde açık­
landığı üzere enfekte embriyolardan alınan amnio. allantaik mayi 
ve C.A.M.'danayrı ayrı antigerı.. hazırlandı. Ancak her iki yöntt.mle 
hazırlanan antigenlerden, üçve dördüncü günlerde ölen emb:r:iyola­
rın C.A.M.'dan . hazırlanmış antigenin araştırma süresince iyi neti-
ce verdiği gÖzle~di (32, 33, 43). . , · 

. ' 

Antiserum hazırlanmasında ise, I. Nasal ve kloaka yoluyla yal-
mz bir defa ·en(ekte edilmiş hayVanlardan enfeksiyondan sonra alı­
nan kan serumhirında presipitİn handına nadir olarak rastlandı 
(43). Buna karşın I. Venöz ve klıoaka yoluyla birer hafta ara ile üç 
defa enfekte edilen piliçlerden enfeksiyondan sonra gün aşısı alı­
nan kan serumlarında; ilk pozitifseruma ikinci enfeksiyondan 6 
gün sonra I. Veriöz yolla enfekte edilen gruplar rastlandı ve üçün­
cü enfeksiyondan sonia ise pozitif seruı:r{Iarın adedi arttı. Kloaka 
yo1uyla enfekte edilen grupta ise son enfeksiyondan üç hafta son­
ra .presipitin· anti~oruna rastlandı:- (5, 23, 24). 

Materyal metod bölümünde de açıklandığı gibi Inf. Bronşit 
antigeninin hazırlanmasında birkaç yöntem denendi. Bu açıklama 
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süresince embriyolu yumurtaya inokulasyondan sonra 3. ve 4. gün· 
lerde ölen embriyolann C.A.M.' den hazırlanan antigenden başarılı 
sonuç alındı. Buna karşın bazı veriler aksine. enfekte. amnio-allan~ 
toik sıvıdan hazırladığımiz antigenlerde presipitİn bandı oluşma· 

dığı gözlendi (32, 33). 

Antiserum . hazırlanmasında; CELO · an~iserumun hazırl9-nma­

sında olduğu giib hangi yıolla enfekte edilirse edilsin, tek inieksi- · 
yondan sonra çok az serum presipitİn oluşturdu . 

Buna ka~şın burun - göz ve içme suyu ile aşılanmış gruplarda, 
iiknci aşılamadan 2 ve 4· gün sonra pozitif serUma rastlandL Üçün­
cü infeksiyendan 7- 10 gün sonra ise piliçleriri' hepsi poz!tifti (4: 
11 , 23, 24, 34 . . 

I. Lar'yngotracheitis a:ntigeni hazırlann1asında bütün verilerde 
aynı yöntemdeli yar~rlanııi:l~ğı dikkati çekmektedir. Kaynaklara 
uyularak aynı şekilde ·4 ·ve 5. günlerde öİen enfekte embriyoların 
C.A.M. ile 5 günde canlı ka:lan fakat C.A.M.'larırı.da kahnlaşma ve 
plak teşekkülü cilanlar ayrı.ldı. Bilahare eşit h~dmde P·Bs ilave edi­
lerek hoıbogenize edildi ve böylece I.L.T. karşı A.G.P. antigeni ha­
zırlanmış oldu. Artcak CELO ·~e ·LB. oiduğu gib! pasaj yapmak 
suretiyle stok virusu artırmak mümkün olmadı. Çünkü pasaj es­
nasında virus presipitİn bandı oluşma özelliğini kaybediyordu. Do­
layısıyla araştırmanın dev~ ettiği 3. yıl müdcletin~e düzenli üre-
tim sağlanamadı (ı, 6, 19): . . . . . . 

Laryngotracheitis antiserumunun hazırlanmasında CEL') ve 
I. Bronşitte olduğu gibi I.N. ve I. Venöz olarak bir defa enfekte edi­
len piliçlerde nadir olarak presipitİn antikorları görüldü (q) . 

Buna rağmen iki hafta ara ile üç · defa tekrarlanan injeksiyon­
la enfekte olan ·piliçlerde gün aşırı yaplan kontrolde 8 ve lO' uncu 
günlerde hayvanların . . büyük ., çoğunluğunun pozitif olduğu görül­
dü (5, 33, 34). 

Enfeksiyöz Bursa! hastalığına karşı A.G.P . . test antigeni nazır­
Ianınasında enfekte B. Fabriciuslardan , yararlanıl dı_ Başlangıçta, 
Cheville'in pa to gen suşundan kullanılmakla beraber daha · sonraki 
deneysel enfeksiyonlar mahalli suşlarla gerçekleştirildi. Enfeksiyo~ 
nun üçüncü · gününde alinan enfekte B. fabriciusların homogenizas­
yonunda purifikasyon.için kullanılan Areton .113'ün çok ·önemli ro-· 
lünün olmadığı gözlendi. Bazı verile.rin sonuçlarından farklı -:>la-
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rak, araŞtırma boyunca yaptığımız 
PBS ile homogenizasyonu takiben 
antigenin daha iyi presipitİn bandı 
38, 49). 

mukayeseli çalışmada yalnız 
santrifüjden .sonra kullanılan 
oluşturduğu gözlendi (6, 7, 27, 

Serum elde edilmesinde ise kloaka yoluyla enfekte edilen hay­
vanlardan enfeksiyondan sonra gün aşın kan amarak pozitif bir 
antigen karşısında A.G.P. testine tabi tutuldu. Değişik zamanlarda 
birkaç defa antiserum temini için enfekte edilen deneme piliçle­
rinde enfeksiyonun !'inci ve 3'üncü günlerinde dahi pozitif seruına 
rastlamakla birlikte hayvaniann % lOO'ünde 9. günde presipitİn 

antikoru bulunuyordu (7, 15, 16, 46). 

A. Ensafalomiyelit antigeninin hazırlanmasında bazı araştırma­
lar dışında genellikle adapte Van Roekel suşu kullanılmaktadır. 
A.G.P. test antigeninin temin için birkaç yöntem denenmiştir. Bi­
zim çalışrnalanmızda, embriyolann enfeksiyondan sonra, hangi 
günde olursa olsun enfekte embriyolann beyin ve gövdelerinden 
hjç bir konsantrasyona tabi tutmadan hazırlanan antigenden sonuç 
alınamadı. A.G.P. testinde en iyi presipitİn handım enfeksiyondan 
sonra 9. ve 10. günlerde embriyoların gastro-intestinal sisteminden 
hazırlanan antigen oluşturdu (20). 

eS rum üretiminde ise, beyin içi inakulasyon yapılan civci vler­
de gün aşın yapılan serum kontrollerinde 4. hafta pozitif seruma 
rastlanıldı. 

TARTIŞMA 

SPF yumurtanın teminindeki güçlük nedeniyle araştırma sü­
resince üretilen antigen ve antiserumlar araştırmaya katılan ku­
rumların ihtiyacını karşılamak amacıyla birkaç . defa tekrar edildi. 
Ve böylece üretim metodlan her seferinde yeniden kontrol edilmiş 
oldu. 

Antigen ve antiserumların üretiminde arnacırnıza tiygunhik 
göstermesi bakırnından Woernle'nin (1966) yaptığı araştırma esas 
alındı. Buna göre CELO' da virus un embriyoya in okulasyonundan 
sonra 3. ve 4. günlerde, I. L. T.'de S. günlerde enfekte C.A.M.'dan 
hazırlanan antigenler spesifik antiserumlan ile presipitİn bandı 
oluşturdular (6, 32, 33) . . Devamlı bir üretim için ekonomik olma­
yan bu yönternden sonra CELO antigeninde McFerran (1977) ve 
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Wan Eck (1976) yaptığı araştırmalara dayarnlarak enfekte amnia­
allantoik mayi ile de çalışıldı. Aldığımız sonuçlar olumsuz olup bu 
araştırıcıların sonuçlarına uygunluk göstermedi {27, 39). Inf. Hron­
şit'te ise Lohr (1976) yaptığı detaylı araştırmada enfektivite .ile 
presipitİn arasında bağlantı bulamamıştır. Araştırıcı virusu emb­
riyoya inokulasyonundan 20, 60 ve 120 saat sonra allantoik mayi 
enfektif olmakla beraber yalmz 68 saatte presipitinin yüksek ol­
duğu sonucunu elde etmiştir. McFerran ise (1977) de enfekte emb­
riyonun amincrallan-toik mayi'inin enfeksiyond~ı.n sonraki 40. sa­
atte 'presipitin ihtiva ettiğinden söz etmektedir (21, 27). 

Bizim çalışmalarımızda 40 ve 68. saatlerde enfekte amni-allan­
toik mayiden hazırlanan antigen presipitİn bandı oluşturmadı. Da­
ha sonra Schmidt (1967 -1969) yıllarıncia bu konuda yaptığı -:ıraş­
tırmaya dayanılarak enfekte C.A.M.'dan hiç bir prisifikasyona tabi 
tutulmadan hazırlanan antigenden çok iyi sonuç alındı (32, 33). 

CELO, I.B., I.L.T., enfeksiyıonlarına karşı antiserum hazırlanma­
sında elde ettiğimiz sonuçlar diğer araştırmaların sonuçlaraı ile pa­
ralellik göstermedi. Daha önce açıklandığı gibi, deneme hayvania­
rına belirli aralıklarla iki veya daha fazla enfeksiyondan sonra pre­
sipiiinin daha· çabuk oluştuğu ve · pozitif hayvan sayısımn ai ttığı 
gözlendi (4, 5, 6, ll, 23, 24, 33). Ancak barınaklarımızıri yetersizliği 
nedeniyle denemeye alınan piliçler uzun süre turulamadı ve presi· 
pitin antikoİ-larımn ne zaman kaybolduğu tesbit edilemedi. 

Gumboro hastalığının teşhisinde yararlanmak amacıyla A.G.P. 
test antigeninin hazırlanmasında proje teklif formunda iki yöntem 
önerilmiştir. Bunlardan biri enfekte embriyoların C.A.M.' dan di­
ğeri ise enfekte piliçlerin B. Fabriciuslarından hazırlamyordu. Da­
ha sonraki çalışmalarımızda araştırmalarının büyük çoğunluğu­
nun enfekte B. Fabriciuslardan yararlandığım müşahade ettik. Ni­
tekim bu metodu esas alarak hazırladığımiz antigenlerden veriler 
doğrultusunda sürekli olarak müsbet . sonuç ai1ndı (6, 7, 27, 38, 49). 

• 1 

Aynı enfeksiyona karşı pozitif serum çalışinalarımızda da en­
feksiyondan sonra birinci günden 9. güne kadar pozitif seruma 
rastlanıldı (7, 15, 16, 46). 

A. Ensafalorniyelit antigeni hazırlanmasında aldığimız sonuç­
lar Lukert'in ·(1971) aldığı sonuçlar tamamen ayrıldı. Van Roekel 
suşu ile enfekte embriyoların 8, 9 ve 10. günlerde -mide ve barsak-
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lanndan hazırlanan antigen A.G.P. testin,de presipitİn banclı oluş 
turdu (20). Buna karşın enfekte embriyıoların beyinlerinden hiçpir 
purifikasyonuna tabi. tutulmadan hazırlanan . çıntigen A.G .P . . testin~ 
de pozitif serum karşısında presipitİn çizgisi o1uşturmadı. Bu so­
nuç 6 ayı araştırıcıların elde .ettikleri sonuçlara ters düşmekle . b~­
raber (6, 8) diğer bazıları ile uyum sağlandı. Nitekim Matsumuto 
(1977) yine aynı yıllarda, İkade (1977) ve daha sonraları Nichelos 
(1986) yaptıkları araştırmalarda A. Epsahılomyclitis~in teşhisinde 
A.G.P. testinin önemini belir-terek kullanılap antigenin . purifiye ve 
konsantre olmasının zorunlu olduğunu ifad~. etmişlerd.ir (17, 25, 30) 

Antiserum üretiminde ise civcivlere beyin içi. inokulasyondan 
sonra, 4. haftada pozitif se~rria rastlanıldı. Yapılan araştırmalar 
A.E:'de presipitin antikodarının virusun inolmlasyon yoluna baglı 
olarak enfeksiyondan sonra 4. gÜnde 2 haftaya kadar değişen za­
manlarda teşekkül ettiğini gÖsteriyor (14, 30). Elde ettiğimiz bu 
sonucu enfekte ' beyinden . standartıara uygun .korisan.tre anÜge~ 
üretememekteki başarısız sonuçla açı.klıyoruz. 

SONUC ve ÖNERiLER 

· · A.G.P. testi basit fakat hal;n lobaratüvarları~uizda bazı vir al 
hastalıkların serol(ıjik 'teşhisinde kullanılabilen bir yöntemdir. An­
cak alınacak sonuçlarıp sağlıklı olması {çin kullaı:ıılaca.k ant~geiı 
ve antise~ların standartiara uygun olni.ası ye testi uygulamaza 
manının iyi bilinmesi ·gerekmektedir. Bü araŞtırina bize· bu . konu­
da oldukça geniş deney kazandırmıştır. Gerçi A. Ensafalomiyelitis 
v.e Egg Drop : Sendrom antigenleri . zamanında hazırlanamamıştır. 
Fakat bundan böyle bu antigenleri de yapabilecek, bilgi birildmi 
sağlanmıştır. Bu konudaki çalışmcı.lar devam .ettirilmeli, .. hatta y;;ıJ­
nız araştırmaya konu · olan · enfeksiyonlarm • değil, . ilaveten REV 
(Reticuloendotheliani) ; REO, Marek ve diğer enfeksiyonlara karşı 
antigen ve antiserumlar hazırlanmalıdır; : 

Özellikle viral hastalıklarda İzolasyon ve iclentifikasyon ·;alıŞ­
~aların~ . ağırlık :verilmelidir. 

ÖZET 

· Tavukların bazı vira.l hastalıklarına· : (I. Bronşit, I. Laringotra­
heit, I. Bursal hastalığı( CELO ve Avian Ansafalomiyelit) karşi 
A.G,P. testinde kullanılmak iizere antigen ve antiserum hazırlandı 
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I.B., I.L.T., I.B.D. şe CELO antigenlerinin hazırlanmasında SPF 
nitelikli 9- 10 günlük enfekte embriyolanm korio-allentoik memb­
ranlarından yararlanıl dı. A. Ensafalomiyelit antigeninde ise · enfek­
te embriyolann beyin ve gastııo intestinal sisteminden yararlanıl­
dı. Gastro-intesthıal sistemden hazırlanan antigen çok iyi sonuç 
verdi. Fakat aynı yöntemle hazırlanan beyin süspansiyomi bu test 
için kullamlamadı ve süspansiyonun ultra santrifüjde purifiye ve 
konsantre· edilmesi gerektiği · sonucuna varıldı . Gumboro antigeni 
ise enfekte piliçlerin B. Fabricius' dan hazırlandı ve çok iyi sonuç 
alındı. 

lımnun seru:rrı hazırlanmasında ise; I.B.D. hariç, diğer enfek­
siyonlarda hangi yolla olursa olsun (I. Venoz ve I. Tracheal) anti­
gen. birden fazla inoktile edildiğinde presipitİn antikor taşıyan po­
zitif hayvan sayısının arttığı gözlendi. 

S UM MARY 

Against the some viral disease of ·the chickens (Inf. Bronchitis, 
Inf. Laryngothacheitis, I. Bursal Disease, CELO and Avian Encep­
halomyelitis) We prepared an antigen and an antiserum touse with 
A.G.P. tests. We used C.A.M. ·of the 9 -lO days old infected from 
SPF flock in ordır to prepare I.B., I.L.T. and CELO antigen. For 
the antigen. W e ~sed brain and gastro-intestinal tracts· of the infec­
ted embryos. Prepared antigen from the · gastrıo-intestinal tracts, 
gave a positive reaction at A.G.P. But we could· not use ' the brain 
suspention in which prepared with the same method for this test 
So we decided that the suspention (in the ultracenrifuge) has to 
be purified and concentrated. We prepared I.B.D. antigen from the 
B. Fabricius of the infected chicks and have vety good result~. 

The preparation ıof the immun serum for the other infections 
except I.B.D.; no matter which way we use (I. Venonsly ar I. frac­
heally) if the antigen is inoculated more than once We observed 
that the number of pashive animais increased. 
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