TAVUKLARIN BAZI VIRAL HASTALIKLARININ
EPiZOOTiYOLOJi_K TARAMASINDA KULLANILMAK
UZERE ANTIGEN VE ANTiSERUM HAZIRLANMASI

Aysel ERGUN (*)
GiRIS

Bilindigi gibi tavukguluk c¢ok yonmlii yetistirme esasina daya-
nir, Arastirmaya konu olan viral hastaliklarin (CELO, I.B., I.L.T.,
I.B.D.,, A.E. ve EDS'76) cogu damizlik yumurtaci ve broyler islet-
melerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Oliim olay-
larimin diginda bu enfeksiyonlara bagli verim diisiikligii, gelisme-
nin gerilemesi ve enfeksiy6z hastaliklara karsi yapilan asilamalar-
da istenilen bagisikligin temin edilemedigi goriilmektedir.

Bu hastaliklarin iilkemizde yaygiliginin arastirilmasi ve bazi
teshis metodlarinin laboratuvarimiza yerlesmesi amaciyla yurt ca-
pinda bir arastirma diisiiniilmiistiir. Proje Etlik, Pendik, Borrova,
Konya ve Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiiler: ile
Bursa ve Afyon Bolge Saglik Kontrol Laboratuvar: tarafindan yii-
riitiilmiistiir.

Arastirmada; CELO, Inf, Bronsit, Inf. Laringo traheit, Inf, Bur-
sal hastalifi ve A. Ensefalomiyelit'ten serolojik taramalarinda
A.G.P, testi, EDS'76 ise H.I, testi uygulanmistir. Bu uygulamada
gerekli antigen ve antiserumlarin iiretimi Etlik Veteriner Kontrol
ve Arastirma Enstitiisii Marek As1 Uretim Laboratuvan tarafindan
karsilanmustir. ‘

Agar-gel presipitin testi (AGP bazi viral hastaliklarin teshisin-
de ve antijenlerin identifikasyonunda kullanilan basit bir yontem-
dir. Woernle (1956) ilk defa A.G.P. testini Inf. Bronsitte kullanmis-
tir. Woernle (1959 - 1966) ve diger arastiricilar 9-11 giinliik enfek-

(*) Hayvan Asilari Kontrol Merkez Miidiirliigii, Uzm. Vet. Hek., Bornova - iZMiR.
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te embriyolarin C.A.M’dan antigen hazirlamislardir. Daha sonrala-
n enfekte embriyolarin allantoik mayiden hazirlanan antigen kul-
lamlmaya baglandi. Guillen (1962) de EID 50/7-8 olan allantoik ma
yinin konsantre etmeden basarili sonu¢ aldigini iddia etmistir.
Pek cok arastiric1 ise degisik yollardan konsantre etmek suretiyle
daha net ve diizgiin presipitin tesekkiil edecegini ifade etmislerdir
(21, 27,41, 44, 43). Enfeksiyoz bronsitle A.G.P. test antingeinin ha-
zirlanmasinda genellikle Beaudette susu kullamilmaktadir. Ancak
antiserum iiretiminde J. Lohr (1976) yaptig1 arastirmada M 41 su-
sunun daha iyi sonug verdiginden s6z etmektedir.

Arastirmalar, Inf. Bronsitte, presipitin antikorlari, asilamanin
yontemine veya enfeksiyonu meydana getiren virusun virulensine
bagl olarak 1-3 hafta arasinda goriildiigiinii ortaya koymaktadir
(5, 22, 23, 24, 26, 29).

Caporale ve arkadaglar1 (1972) deneysel olarak enfekte ettikle-
ri bir grupta enfeksiyondan ti¢ giin sonra diger grupta ise 20 giin
sonra presipitin antikorlarina rastlamislardir (5).

Cough ve arkadaslar1 (1977) yaptiklar1 arastirmada ise enfek-
siyondan bir hafta sonra hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugunun pozitif
oldugunu gormiislerdir (12). Gaydzinski'nin (1977) yaptig1 arastir-
ma presipitin antikorlariin olusmasr iizerinde virusun virulensi-
nin etkinligini ortaya koymaktadir. Buna gore H 120 ile yapilan
asilamalarda hayvanlarin % 70'inde, H52 ile yapilan asilamada
ise % 100’iiniin de presipitin antikorlarmin olustugu ifade edil-
mektedir (11). '

Kanatlilarin adeno virus enfeksiyonlarinda CELO phelps susu
grup antigeni olarak kullamilmaktadir (3, 27, 32, 33, 34, 35, 43).
Bu enfeksiyonlarin A.G.P. testi ile teshisinde Wan Eck (1976) ve
diger arastiricilar 9-11. giinlitk enfekte embriyolarin amnio-allan-
toik mayilerini hi¢ bir konsantrasyona tabi tutmadan antigen ola-
rak kullamilmislardir (39. Diger baz1 arastiricilar ise 9-11 giinliik
enfekte embriyolarin % 10'u oldiikten sonra (yaklasik 48 -72 saat)
geri kalanlarini 6ldiirmek suretiyle C.A.M. antigen kaynagi olarak
kullanmuslardir (26, 32, 33, 43, 44).

~ Yalmiz Woernle'nin yaptig1 bir arastirmaya gore (1966) kullan-
digimiz sus yumurtaya adapte edegilse enfekte C.A.M.’lar1 8,9 ve
10. giinde toplamanmiz gerekmektedir (43).
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Tavuklarin Viral Hastaliklari Ergun

Aym aragtirici adenovirusun deneysel enfeksiyondan sonra
8-10 giinde presipitin antikorlar1 olusturuldugunu kaydetmekte-
dir. aVn Eck (1976) sahada yaptig1 yumurtaci ve broyler iizerindeki
taramalarinda kabuksuz ve sekilsiz yumurtlamanin gériilmesinden
1 hafta sonra presipitin antikorlarimi gordiigiinii ii¢ hafta sonra
ise kiimesin tamaminin pozitif oldugunu ifade etmektedir, Yates
ve arkadaslarina gore ise (1979) enfeksiyondan 8 hafta sonra presi-
pitin antikorlar1 olusmaktadir (39, 42).

Gumboro hastalifinda ozellikle kantitatif, A.G.P. testi enfek-
siyon veya bagisiklik antikoru niteligini dahi ayirt etmede serolo-
jik, teshis vasitasi olarak kullamilmaktadir (7).

Cullen ve arkadaslari (1975) yilinda patogen bir susla enfekte
edilmis piliclerin enfcksiyondan ii¢ giin sonra B. Fabricuslarini
alip homogenize etmisler ve santrifiij yoluyla purifiye ederek anti-
gen olarak kullanmislardir. Daha sonra 1977 yilinda Ulbrich, Mc
Ferran (1977) ve 1979 yilinda Ley aym1 amag igin ve ayni yontemle
enfekte B, Fabricustan A.G.P. test antigeni hazirlamislardir (7, 18,
27, 38).

Gumboro enfeksiyonundan sonra tesekkiil eden presipitin an-
tikorlarinin siiresi ve diger antikorlarla paralellii iizerinde yapi-
lan arastirmalarin sonuclar1 birbirini tamamlar mahiyettedir.

Bu hastalikta hem deneysel enfeksiyonlarda hem tabii enfek-
siyonlarda presipitin antikorlar1 enfeksiyonun birinci giiniinde
baslayip iic hafta devam etmektedir (7, 16, 18, 45, 46, 49, 31).

Windewogel (1975) presipitin antikorlar1 ile nétralizan anti
korlar1 arasinda, Yachide (1978) ise A.G.P. testi ile rediksiiyon testi
arasinda baglant: bulmuslardir. Bazi arastiricilar ise kantitatif A.G.P.
testini I. Bursal hastalifinda serumda mevcut presipitin antikor-
larmmin enfeksiyon veya bagisiklik antikor niteligini ayirt etmede
kullanmaktadirlar (40, 46, 49).

Avian Ensefalomiyelit'is antigeninde genellikle embriyoya
adapte Van Roekel susu kullanilmaktadir. Lukent (1971) yilinda
A.E. kars1 gel presitin test antigeni hazirlanmas: iizerinde yaptig:
arastirmada enfekte embriyolarin beyni ve gastro intestinal siste-
minden yararlanmistir, Bunun disinda diger arastiricilar enfekte
embriyonun beyninden elde edilen antigenin iyi sonuc verdigini
ifade etmektedirler (2, 14, 17, 20, 25, 30).
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Bu arastiricilardan Ikeda 1977 yilinda yaptigl bir arastirmada
enfekte beyin siispansiyonunun purifiye edildikte nsonra % 12- 15
tuz ihtiva eden agar-gel de presipitin ¢izgisinin ¢cok net oldugu so-
nucuna varmustir (17). Girshick (1982) konsantre olarak hazirlan-
mis antigenle yapilan A.G.P. testinde prensipitin antikorlarmin
S. N. antikorlar1 ile paralel oldugu, Nichools (1986) yaptig1 aras-
tirmada aym sekilde A.E, deA.G.P. testinin Elisa yerine kulla.ula-
bilecegi sonucuna varmistir (14, 30).

Laryngo traheit antigeninin hazirlanmasinda embriyoya adap-
te bir sus kullamilmaktadir. 9-11 giinlitk embriyolar enfekte edil-
dikten sonra 4. ve 5. giinlerde C.A.M. alinarak A.G.P. testinde anti-
gen kaynag olarak yararlamilmaktadir (4,9, 10, 32, 33).

Ancak bu enfeksiyonda presipitin antikorlardan serolojik tes-
sus yerine patogen sus kullamirlarsa embriyoya inokulasyondan
sonra 5 ve 10. giinlerde C.A.M'in alinmas: gerektigine isaret etmek-
tedir (43).

Ancak bu enfeksiyonda presipitin antikorlardan serolojik tes-
histe diger enfeksiyon hastaliklarinda ki kadar yararlamilamadig
gozlenmektedir. Nitekim Adair (1986) A.G.P. Elise, F.A. ve SN test-
leri iizerinde mukayeseli olarak yaptigi arastirmada presipitin an-
tikorlar: ile diger antikorlar arasinda. paralellik bulamamstir (1).

MATERYAL ve METOD
Materyal :

1 — Referans Suslan:

L.B. Beaudette susu (Ingiltere’den)

1.B.D, Chevielle Susu (Ingiltere ve Almanya’dan)
CELO-Phelps Susu (Almanya ve Ingiltere’den)

IL.T. (Almanya’dan)

A.E. Van Rockel ve 1143 susu (Ingiltere ve Hollanda'dan)
EDS'76 127 susu Ingiltere’den temin edildi.

2 — Standart antigen ve antiserumlar.
3 — SPF nitelikli embriyolu yumurta (Ingiltere)

4 — Yukaridaki enfeksiyonlar1 gecirmemis asisiz civciz ve
pilicler.

5 — Agar-gel igin (Agarose ve Noble agar)
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Tavuklarin Viral Hastaliklari Erglin

6 — Embriyo fibroblast hiicre kiiltiirii (CEF)

7 — Arastirmaya dahil Enstitii ve Bolge Laboratuvarindan
gelen Bursal Fabricius ve serumlar. :

Metod :
1 — Agarin hazirlanmas: :

Biitiin arastirma siiresi iginde Woernle'nin (1972) yaptigl for-
miilden yararlanmildi. Yalniz fenol kullamilmadi (10, 13).

2 — Antigen hazirlanmasi :

CELO (Chicken emnbriyo-lethal orphan) Adenovirus enfeksi-
yonlarinda grup antigeni olarak kabul edilen bu susun 10-? dilis-
yonundan SPF nitelikli 9- 11 giinliikk embriyolu yumurtanin choric
allantoik bosluguna 0,1 ml inokule edildi. Ikinci, iiciincii ve dor-
diincii giinde olenlerin amino-allontoik sivilar1 alinarak stok virus
olarak —20°C muhafaza edildi (3). :

A.G.P. testinde kullamilmak iizere antigen hazirlamak amaciy-
la bu susun 10—? dilisyonundan SPF nitelikli 9-11 giinliik embri-
yolu yumurtanin Chorio-allantoik bosluguna 0,1 ml inokule edildi.
Inokulasyondan sonra;

Uclincii giinde 6lenlerin amnio-allantoik méyi alind1 (43).

Ikinci ve iigiineii giinde 6lenlerle, canli kalan embriyolar +4°C
iki saat tutulduktan sonra amnio-allantoik mayi alindi ve 4500 de-
virde 10 dakika santrifiij edildi (39, 34, 26).

Ayrica yine stok virusun 10—2 dilisyonundan 9 - 11 giinliik- emb-
riyolu yumurtanin chorio - allantoik bosluguna 0,1 ml verildi.- Ino-
kulasyondan sonra 3. ve 4. giinde &lenler ve canli kalanlar +4°C
en az iki saat tutulduktan sonra C.A.M. alindi ve esit hacimde BPS
ile hemogenize edilerek —20°C sakland1 (32, 33, 43).

" Her ii¢c metodla elde edilen antigenler spesifik antiserumla
A.G.P, testinde test edildikten sonra pozitif olanlar —20°C muha-
faza edildi. - ;

Immun serum hazirlanmasnda, yukarida temini agiklanmis
olan stok virusun 10-* dilisyonundan 5 haftalik pilicler ayn ayr
LN, ve LV. olarak enfekte edildiler. Enfeksiyondan 8- 10 giin son-
ra kanlar1 alindi. Spesifik antigeni ile A.G.P. testine tabi tutulduk-
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tan sonra pozitif olanlar inaktive edilerek —20°C’de muhafaza edil-
di (43).

Yine 10—° dilisyonda hazirlanan CELO virusundan iki grup 5
haftalik pilicler 1.V, ve Kloaka yoluyla enfekte edildiler, Bu islem
bir hafta ara ile ii¢ defa tekrarlandi. Ilk enfeksiyondan sonra giin
asir1 kanlar1 alinarak pozitif olanlar inaktive edilerek —20°C’de
muhafaza edildi (4,5, 26, 36). -

Inf. Bronsit : Once embriyoya adapte Beaudette susunun 10—2
dilisyonundan SPF nitelikli 9-11 giinliik embriyolu yumurtanin
Chorio-allantoik bosluguna 0,1 ml inokule edildi. ilk 24 saatte dlen
embriyolar ekarte edilerek 48-72 saatte Olenlerin amino-allantoik
mayileri alind1 ve —20°C’de stok virus olarak saklandi.

Antigen hazirlanmasinda; -

1 — a) Stok susun 10—* dilisyonundan 9- 11 giinliik SPF nite-
likli embriyolu yumurtanin Chorio-allantoik bosluguna 0,1 ml ino-
kule edildi, Inokulasyondan 15-18 saat sonra C.A.M. alinarak 1/5
kloroform ile bir siire dinlendirildi, Daha sonra homogenize edile-
rek 10.000 devirde 20 dakika santrifiij edilip supernetant antigen
olarak —20°C muhafaza edildi (43). .

b) Aym sekilde eide edilen C.A.M. membranlar esit hacimde
doymus amonyum sulfatla karnstirthp 10.000 devirde 20 dakika
santrifiij edildikten sonra sediment antigen olarak —20°C saklan:
di1 (43).

2 — a) Yiiksek titreli I. Bronsitis virusunun 10—* dilisyonun-
dan SPF nitelikli embriyolu yumurtanin Chorio-allantoik bosluguna
0.1 ml inokule edildi. Inokulasyondan 22 -28 saat sonra canli emb-
riyolar oldiiriilerek C.A.M. topland: ve tuzlu suda. yikandiktan son-
ra grift tiipiinde ezilerek homogenize edildi, Takiben —20°C anti-
gen olarak muhafaza edildi (34).

b) Boliim «a» daki gibi enfekte edilen embriyolardan 3 ve 4
giinde Olenlerin . C.A.M. alinarak homogenize edilerek PBS ilave
edildi. Daha sonra homogenize edilerek —20°C de muhafaza edil-
di (32, 39). v

3 — Virusun 10-* dilisyonundan SPF nitelikli.-9-11 giinliik
embriyolu yumurtann chorio-allantoik bosluguna 0.1 ml inokule
edildi. Inokulasyondan sonra ilk 24 saatte Slenler ekarte edildik
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ten sonra, 40 - 68 saat sonra olen embriyolarin amnio-allantoik sivi-
s1 alind1 ve —20°C’de antigen olarak muhafaza edildi (21, 27).

Serum elde edilmesinde;

1 — Massachusette tip bronsit virusundan yararlanmildi. Viru-
sun 10-? dilisyonundan 5 haftalik piliclere 0.1 mf, I! {Nasal ve T.
Tracheal inokule edildi. Inokulasyondan 8-10 giin sonra kanlar:
alinarak serumlari inkivasyonu takiben—20°C muhafaza edildi (43).

2 — Ug- bes haftalik pilicler ithal kaynakli Inf. Bronsit asist
(H 120) ile burun, goz yoluyla asilandilar. Asilamadan bir hafta
sonra piligler iki gruba ayrildi, Gruplardan biri H 52 asis1 ile birer
hafta aralikla iki defa burun géz yolu ile asilandilar. Giin asir1 kan-
lar1 alimnarak presipitin olusturanlar inaktive edildikten -onra
—20°C muhafaza edildi (5, 11, 23, 24, 34, 36).

Infeksiyoz Laryngo-trahcitis Antigeni; Embriyoya adapte viru-
sun 10-' — 10-2 dilisyonundan SPF nitelikli embriyonun C.A.M.
0.2 ml inokule edildi. Dordiincii ve 5. giinlerde dlenlerle, 5. giinde
canli kalanlarin +4°C de en az iki saat tutulmak suretiyle &ldiiriile-
rek C.A.M. alindi. Esit hacimde PBS ile homogenize edildikten son-
ra 3.000 rpm 10 dakika santriifiij edildi, Daha sonra supernatant
alinarak stok virus olarak —20°C muhafaza edildi,

Stok virusunun 10-? dilisyonundan 9 - 11 giinliik SPF nitelikli
embriyolu yumurtanin C.A.M.'nina 0,2 ml inokule edildi. Inokulas-
yondan sonra 4 ve 5inci giinlerde 6lenlerle canli kalanlar +4°C’de
en az iki saat tutulduktan sonra C.AM. alindi. Esit  hacimde PBS
katilarak homogenize edilerek pozitif I.L.T. serumu ile A.G.P. tes-
tinde kontrol edildikten sonra —20°C’de muhafaza edildi (1.19
32,33,37,43). |

Antiserum; elde edilmesi iki yontemle denenmistir :

1 — Antigen hazirlanmasinda kullanilan C.A.M.'m homogenize
siispansiyonunun 1/10 dilisyonundan 0,1 ml I.V. ve I1.T. olarak ve-
rildi. Inokulasyondan 8-10, 21 ve 28 giin sonra kan alinarak se-
rumlar spesifik antigenle test edildi ve pozitif olanlar —20°C’de
muhafaza edildi (1, 6, 43).

2 — Yine ayni antigen kaynagindan 5 haftalik piliclere 0,1 ml
I. nasal ve I. Venoz olarak inokule edildi. Bu islem iki hafta ara
ile-3 defa tekrarlandi. Enfeksiyondan sonra giin asiri kan almarak
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serumlar spesifik antigenle A.G.P. testine tabi tutulup pozitif olan-
lar —20°C’de muhafaza edildi (5).

Infeksiyoz Bursal hastalign (I.B.D.) Antigeni Ingiltere’den te-
min edilen Chevill'in patogen I.B.D. susunun 10-! dilisyonundan
3-5 hafta piliclere kloaka yoluyla 0,05 verildi. Enfeksiyonun ii¢iin-
cii giiniinde bursa fabriciuslar ainarak esit hacimde PBS ile ho-
mogenize edildi. Ve —20°C’de stok virus olarak muhafaza edildi
(6,7, 38,42, 46).

Bu sustan ayni yontemle elde edilen homogenize enfekte B.
Fabricius siispansiyonunun bir kismi alinarak esit hacimde distille
su ve arcton 113 ilave edilmek suretiyle 2000 g, 30 dakika santriifiij
edildi ve supernetant alinarak pozitif serum karsisinda test edil-
dikten sonra A.G.P. testinde kullanmilmak iizere —20°C’de muhafa-
za edildi (7, 27). :

Ayni enfekte B. Fabricius siispansiyonunun diger kismi ise esit
hacimde PBS ile homogenize edildikten sonra arcton 113 ilave edil-
meden dogrudan pozitif serum karsisinda test edildikten sonra
A.G.P. test antigeni olarak —20°C’de muhafaza edildi. Arastirma
siiresince bu yontemle sahadan izole edilen patogen suslarla da
antigen hazirland1 ve pozitif serum karsisinda kontrol edildikten
sonra —20°C’de muhafaza edildi.

Bu enfeksiyona karsi antiserum hazirlanmasinda : Antigen ya-
piminda kullamilan stok virustan 3 -5 haftalik piliclere 0,05 ml klo-
aka yoluyla verilmek suretiyle enfekte edildiler, Enfekte hayvan-
larin giin asis1 kanlar1 alinarak serumlar1 A.G.P. testine tabi tutul-
du ve pozitif reaksiyon veren pilicler kesilerek serumlar1 alind:
(6,7,15,16, 19, 46, 31, 38).

Avian Encephalomyelitis; antigeninde embriyoya adapte Van
Rochel susunun 10-2 dilisyonundan 6 giinliik SPF nitelikli embri-
yolu yumurtanin sarisina 0,2 ml inokule edildi, Ilk 20 saatte atila-
rak, canli kalanlarin inokulasyondan 12 giin sonra beyinleri alina-
rak homogenizasyondan sonra —20°C’de stok virus olarak rauha-
faza edildi.

Bu stok virusun 10-* — 10-* dilisyonundan 6 giinliik embri-
yolu yumurtanin sarisina 0,2 ml inokule edildi. Ilk 24 saatte 6len-
ler atildi. Digerleri her giin muayene edilerek 6lenlerin beyiu ve
govdeleri alindi. Canlikalanlar ise 12. giinde +4°C’de en az iki saat
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tutulduktan sonra embriyolarin beyinleri ve govdeleri alind: ve
esit miktarda PBS ile homogenize edildi. Birkag defa dondurulup
coziilerek —20°C’de antigen olarak muhafaza edildi (2,6, 8).

Yine aym susun 10-2 dilisyondan SPF nitelikli embriyonun
yumurta sarisina 0,1 ml inokule edildi. Enfeksiyondan 9 giin sonra
embriyonun beyni ve gastro-intestinal sistemi (bezli mide, mide
ve barsak) ayr1 ayr1 alinarak esit hacimde PBS ile homogenize edi-
lerek 3 defa dondurulup ¢oziildii, Boylece elde edilen antigenlerin
yaris1 dogrudan, diger yaris1 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij edi-
lerek supernetant A.G.P. test antigeni olarak —20°C’de muhafaza
edildi (20). Bu yonteme ilave olarak inokulasyondan sonra 6,7 ve
8. ile 12. giinlerde 6len embriyolarin beyinleri ve mide barsak sis-
teminden ayr1 ayr1 antigen hazirlandi, A.G.P. testinde pozitif se-
rum karsisinda test edilerek —20°C’de muhafaza edildi.

Antiserum iiretiminde; yukarida teknigi aciklanan antigenler-
den hem beyin hem de govde siispansiyondan 3 -4 haftalik pilig-
lere 0,01 ml I. Cerebral ve I. Muskuler olarak enfekte edildi, Giin
asir1 yapilan serum kontrollerinde pozitif serumlar inaktive edile-
rek —20°C’de muhafaza edildi (2, 20, 6).

Egg Drop Sendrom hastaliginin kontroliinde kullanilan H.I
testi icin antigen hazrlamak amaciyla EDS 127 susu temin edilmis-
tir. Fakat CEF hiicre kiiltiiriine ekimde iireme temin edilemedi.
Daha sonra yeniden sus temin edilemedigi i¢in ¢alisma devam etti-
rilemedi.

Bu arastrma devam ettigi miiddet iginde iiretilen antigen ve
antiserumlarin disinda izolasyon calismalar1 da yapildi.

Etlik Vet. Kont. ve Aras. Enst. Tavuk Teshis Laboratuvarinda
«Cankaya» kodu ile gonderilen enfekte B, Fabricius'un 1/10 sus-
pansiyonu hazirland,

Siispansiyondan;

1 — Onbir giinliik embriyolu yumurtanin Chorio-allantoik bos-
luguna 0,1 ml inokule edildi ve 6len embriyolar histopatolojiye ve-
rildi,

2 — Ug haftalik piligler ayr siispansiyondan 0,05 kloaka yo-

1uyla enfekte edildiler. Enfeksiyonu takip eden ii¢ giin icinde dlen
ve agir klinik belirtiler gosteren civcivlerin B. Fabriciuslar alina-
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rak bir kism1 histopatoloji laboratuvarina génderildi. Bir kismu da
yeniden homogenize edilerek referans antiserumla A.G.P. testine
tabi tutuldu.

"Aym sekilde canli kalanlardan kan almak suretiyle serumlarn
referans antigenli A.G.P. testine tabi tutuldu.

Bu ilk vakamn disinda Afyon’dan 13, Etlik'ten 9, Bursa Bolge
Laboratuvari’'ndan 15 adet B. fabricius’dan aym sekilde izolasyon
calismalar1 yapildi.

Bunlarin disinda, Tiirkiye Kalkinma Vakfi Bolu ve Cubuk iini-
telerinden gelen 57 adet serum Inf. Bronsit ve Ensefalomiyelit y&-
niinden Elazig Viroloji Enstitiisii'nden gelen 32 serum I, Bursal
hastalig1 yoniinden A.G.P. testine tabi tutuldu.

BULGULAR

Adenovirus enfeksiyonlarinin taranmasinda grup antigeni ola-
rak kabul edilen CELO (Chicken embriyo lethal arphan), I.B. (Inf.
Bronchitis), I.B.D. (Inf. Brusal Disease), karsi antigen ve antise-
rum hazirlanmasinda ve bunlarin serodiagnostik olarak kullanil-
masinda oldukga bagarih sonuglar alind.

CELO antigeninin hazirlanmasinda metod bdliimiinde acik-
landig1 iizere enfekte embriyolardan alinan amnio. allantoik mayi
ve C.A.M.'dan ayr1 ayr1 antigen hazirlandi. Ancak her iki yontemle
hazirlanan antigenlerden, iicve dordiincii giinlerde 6len embriyola-
rin C.AM.'dan hazirlanmis antigenin arastirma siiresince iyi neti-
ce verdigi gozlendi (32, 33,43).

Antiserum hazirlanmasinda ise, I. Nasal ve kloaka yoluyla yal-
niz bir defa enfekte edilmis hayvanlardan enfeksiyondan sonra ali-
nan kan serumlarinda presipitin bandina nadir olarak rastland:
(43). Buna karsin I. Venoz ve kloaka yoluyla birer hafta ara ile ii¢
defa enfekte edilen piliclerden enfeksiyondan sonra giin asisi ali-
nan kan serumlarinda; ilk pozitifseruma ikinci enfeksiyondan 6
giin sonra I. Venoz yolla enfekte edilen gruplar rastlandi ve iiciin-
cii enfeksiyondan' sonra ise pozitif serumlarin adedi artti. Kloaka
yoluyla enfekte edilen grupta ise son enfeksiyondan ii¢c hafta son-
ra presipitin-antikoruna rastlandi..(5, 23, 24).

Materyal metod boliimiinde de aciklandigi gibi Inf. Bronsit
antigeninin hazirlanmasinda birka¢ yontem denendi. Bu agiklama
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siiresince embriyolu yumurtaya inokulasyondan sonra 3, ve 4. giin-
lerde 6len embriyolarin C.A.M.'den hazirlanan antigenden basarili
sonuc alindi. Buna karsin bazi veriler aksine enfekte amnio-allan-
toik sividan hazirladigimiz antigenlerde presipitin bandi olusma
dig1 gozlendi (32, 33).

Antiserum hazirlanmasinda; CELO antiserumun hazirlanma-
sinda oldugu giib hangi yolla enfekte edilirse edilsin, tek injeksi-
yondan sonra ¢cok az serum presipitin olusturdu.

Buna karsin burun - géz ve icme suyu ile agilanmis gruplarda,
iiknci asilamadan 2 ve 4 giin sonra pozitif seruma rastlandi. Ugiin-
cii infeksiyondan 7-10 giin sonra ise piliclerin hepsi pozitifti (4.
11,23,24,34. -

I. Laryngotracheitis antigeni hazirlanmasinda biitiin verilerde
aym yontemden yararlamldigi dikkati cekmektedir. Kaynaklara
uyularak aym sekilde 4 ve 5. giinlerde 6len enfekte embriyolarin
C.AM. ile 5 giinde canli kalan fakat C.A.M.larinda kalmlasma ve
plak tesekkiilii olanlar ayrildi. Bilahare esit hacimde PBS ilave edi-
lerek homogenize edildi ve boylece I.L.T. kars: A.G.P. antigeni ha-
zirlanmis oldu. Ancak CELO ve I.B. oldugu gibi pasaj yapmak
suretiyle stok virusu artirmak miimkiin olmadi. Ciinkii pasaj es-
nasinda virus presipitin bandi olusma 6zelligini kaybediyordu, Do-
layisiyla arastirmanin devam ettigi 3 yil miiddetince diizenli iire-
tim saglanamadi (1, 6, 19). v

Laryngotracheitis antiserumunun hazirlanmasinda CELf) ve
I. Bronsitte oldugu gibi I.N. ve I. Venoz olarak bir defa enfekte edi-
len piliglerde nadir olarak presipitin antikorlar1 gériildii (6).

Buna ragmen iki hafta ara ile iic defa tekrarlanan injeksiyon-
la enfekte olan pili¢lerde giin asir1 yaplan kontrolde 8 ve 10’uncu
giinlerde hayvanlarin biiyiik . cogunlugunun pozitif oldugu gériil-
dii (5, 33, 34). ;

Enfeksiy6z Bursal hastaligina karsi A.G.P. test antigeni nazir-
lanmasinda enfekte B. Fabriciuslardan . yararlamildi. Baslangigta,
Cheville’in patogen susundan kullanilmakla beraber daha sonrzki
deneysel enfeksiyonlar mahalli suslarla gerceklestirildi. Enfeksiyo-
nun ii¢lincii giiniinde alinan enfekte B. fabriciuslarin homogenizas-
yonunda purifikasyon igin kullanilan Arcton 113%iin ¢cok 6nemli ro-
liilniin olmadi1 gozlendi, Bazi verilerin sonuglarindan farkh »la-
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rak, arastirma boyuncé yaptigimiz mukayeseli ¢alismada yalniz
PBS ile homogenizasyonu takiben santrifiijden sonra kullamilan
antigenin daha iyi presipitin bandi olusturdugu gozlendi (6, 7,27,
38, 49).

Serum elde edilmesinde ise kloaka yoluyla enfekte edilen hay-
vanlardan enfeksiyondan sonra giin asir1 kan amarak pozitif bir
antigen karsisinda A.G.P. testine tabi tutuldu. Degisik zamanlarda
birka¢ defa antiserum temini igin enfekte edilen deneme pilicle-
rinde enfeksiyonun 1’inci ve 3'iincii giinlerinde dahi pozitif seruma
rastlamakla birlikte hayvanlarin % 100’iinde 9. giinde presipitin
antikoru bulunuyordu (7, 15, 16, 46).

A. Ensafalomiyelit antigeninin hazirlanmasinda bazi arastirma-
lar disinda genellikle adapte Van Roekel susu kullanilmaktadir.
A.G.P. test antigeninin temin igin birkag yontem denenmistir. Bi-
zim calismalarimizda, embriyolarin enfeksiyondan sonra, hangi
giinde olursa olsun enfekte embriyolarin beyin ve govdelerinden
hi¢ bir konsantrasyona tabi tutmadan hazirlanan antigenden sonug
alinamadi, A.G.P. testinde en iyi presipitin bandimi1 enfeksiyondan
sonra 9. ve 10. giinlerde embriyolarin gastro-intestinal sisteminden
hazirlanan antigen olusturdu (20).

eSrum iiretiminde ise, beyin i¢i inokulasyon yapilan civcivler-
de giin asir1 yapilan serum kontrollerinde 4. hafta pozitif seruma
rastlanildi.

TARTISMA

SPF yumurtanin teminindeki gii¢litk nedeniyle arastirma sii-
resince iiretilen antigen ve antiserumlar arastirmaya katilan ku-
rumlarin ihtiyacimi1 karsilamak amaciyla birkag defa tekrar edildi.
Ve boylece iiretim metodlar: her seferinde yeniden kontrol edilmis
oldu.

Antigen ve antiserumlarin iiretiminde amacimiza uygunlik
gostermesi bakimindan Woernle'nin (1966) yaptigi arastirma esas
alindi. Buna gore CELO’da virusun embriyoya inokulasyonundan
sonra 3. ve 4. giinlerde, I.L.T."de 5. giinlerde enfekte C.A.M.'dan
hazirlanan antigenler spesifik antiserumlarn ile presipitin band:
olusturdular (6,32, 33). Devamli bir iiretim icin ekonomik olma-
van bu yontemden sonra CELO antigeninde McFerran (1977) ve
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Wan Eck (1976) yaptig1 arastirmalara dayamlarak enfekte amnia-
allantoik mayi ile de galisildi. Aldigimiz sonuglar olumsuz olup bu
arastiricilarin sonuglarina uygunluk gostermedi (27, 39). Inf, Bron-
sit'te ise Lohr (1976) yaptig1 detayli arastirmada enfektivite ile
presipitin arasinda baglant1 bulamamistir. Arastirici virusu emb-
riyoya inokulasyonundan 20, 60 ve 120 saat sonra allantoik mayi
enfektif olmakla beraber yalmiz 68 saatte presipitinin yiiksek ol-
dugu sonucunu elde etmistir. McFerran ise (1977) de enfekte emb-
riyonun amino-allan-toik mayi'inin enfeksiyondan sonraki 40. sa-
atte presipitin ihtiva ettifinden s6z etmektedir (21, 27).

Bizim calismalarimizda 40 ve 68, saatlerde enfekte amni-allan-
toik mayiden hazirlanan antigen presipitin bandi olusturmadi, Da-
ha sonra Schmidt (1967 - 1969) yillarincda bu konuda yaptif1 aras-
tirmaya dayanilarak enfekte C.A.M.'dan hi¢ bir prisifikasyona tabi
tutulmadan hazirlanan antigenden cok iyi sonug¢ alindi (32, 33).

CELO, I.B., I.L.T., enfeksiyonlarina kars: antiserum hazirlanma-
sinda elde ettigimiz sonuglar diger arastirmalarin sonuglarai ile pa-
ralellik gostermedi. Daha 6nce aciklandigi gibi, deneme hayvanla-
rma belirli araliklarla iki veya daha fazla enfeksiyondan sonra pre-
sipitinin daha cabuk olustugu ve pozitif hayvan sayismin arttig
gozlendi (4, 5, 6, 11, 23, 24, 33). Ancak barinaklarimizin yetersizligi
nedeniyle denemeye alinan pilicler uzun siire tutulamadi ve presi-
pitin antikorlarinin ne zaman kayboldugu tesbit edilemedi.

Gumboro hastaliginin teshisinde yararlanmak amaciyla A.G.P.
test antigeninin hazirlanmasinda proje teklif formunda iki yéntem
onerilmistir, Bunlardan biri enfekte embriyolarin C.A.M.'dan di-
geri ise enfekte piliclerin B. Fabriciuslarindan hazirlaniyordu. Da-
ha sonraki calismalarimizda arastirmalarimin biiyiik cogunlugu-
nun enfekte B. Fabriciuslardan yararlandigini miisahade ettik. Ni-
tekim bu metodu esas alarak hazirladifimiz antigenlerden veriler
dogrultusunda siirekli olarak miisbet sonuc alindi (6,7, 27, 38, 49).

Ayni enfeksiyona karsi pozitif serum calismalarimizda da en-
feksiyondan sonra birinci giinden 9. giine kadar pozitif seruma
rastlanmild1 (7, 15, 16, 46).

A. Ensafalomiyelit antigeni hazirlanmasinda aldigimiz sonuc
lar Lukert’in (1971) aldig1 sonuglar tamamen ayrildi. Van Roekel
susu ile enfekte embriyolarin 8,9 ve 10. giinlerde mide ve barsak-
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larindan hazirlanan antigen A.G.P. testinde presipitin bandi olus
turdu (20). Buna karsin enfekte embriyolarin beyinlerinden hicbir
purifikasyonuna tabi tutulmadan hazirlanan antigen A.G.P. testin-
de pozitif serum karsisinda presipitin ¢izgisi olusturmadi. Bu so-
nuc 6 ayir arastiricilarin elde ettikleri sonuglara ters diismekle be-
raber (6,8) diger bazilari ile uyum saglandi. Nitekim Matsumuto
(1977) yine ayni yillarda, Tkade (1977) ve daha sonralari Nichelos
(1986) yaptiklar1 arastirmalarda A. Ensafalomyclitis'in teshisinde
A.G.P. testinin 6nemini belirterek kullanilan antigenin purifiye ve
konsantre olmasinin zorunlu oldugunu ifade etmislerdir (17, 25, 30)

Antiserum {iiretiminde ise civcivlere beyin i¢i. inokulasyondan
sonra, 4. haftada pozitif seruma rastlamldi. Yapilan arastirmalar
A.E.de presipitin antikorlarmm virusun inokulasyon yoluna bagl:
olarak enfeksiyondan sonra 4. giinde 2 haftaya kadar degisen za-
manlarda tesekkiil ettigini gosteriyor (14,30). Elde ettigimiz bu
sonucu enfekte beyinden standartlara uygun konsantre antlgen
uretememektek1 basarisiz sonucla aglkhyoruz

SONUC ve ONERILER

A.G.P. testi basit fakat halen lobaratuvarlarimizda bazi viral
hastaliklarin serolojik teshisinde kullanilabilen bir yéntemdir. An-
cak alimmacak sonuglarin saglikli olmasi icin kullamilacak antigen
ve antiserumlarin standartlara uygun olmasi ve testi uygulama za
maninin iyi bilinmesi gerekmektedir., Bu arastirma bize bu konu-
da oldukca genis deney kazandirmistir. Gergi A; Ensafalomiyelitis
ve Egg Drop Sendrom antigenleri zamaninda hazirlanamamuistir.
Fakat bundan bdyle bu antigenleri de yapabilecek bilgi birikimi
saglanmistir. Bu konudaki caligmalar devam ettirilmeli, hatta yal-
niz arastirmaya konu olan - enfeksiyonlarin degil, ilaveten REV
(Reticuloendotheliani), REO, Marek ve diger enfeksiyonlara kar$1
antigen ve antiserumlar hazirlanmalidir.

Ozellikle viral hastaliklarda izolasyon ve identifikasyon :alis-
malarmna agirhik verilmelidir. :

O0zZET
Tavuklarin bazi viral hastaliklarina -(I. Bronsit, I. Laringotra-

heit, I. Bursal hastaligi( CELO ve Avian Ansafalomiyelit) karsi
A.G.P. testinde kullamilmak iizere antigen ve antiserum hazirlandi.
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I.B., IL.T.,, I.B.D. se CELO antigenlerinin hazirlanmasinda SPF
nitelikli 9- 10 giinliik enfekte embriyolarin1 korio-allentoik memb-
ranlarindan yararlanildi. A. Ensafalomiyelit antigeninde ise enfek-
te embriyolarin beyin ve gastro intestinal sisteminden yararlanil-
di. Gastro-intestinal sistemden hazirlanan antigen ¢ok iyi sonug
verdi. Fakat ayn1 yontemle hazirlanan beyin siispansiyonu bu test
icin kullanilamadi ve siispansiyonun wultra santrifiijde purifiye ve
konsantre edilmesi gerektigi sonucuna varildi, Gumboro antigeni
ise enfekte piliclerin B. Fabricius’dan hazirland: ve ¢ok iyi sonug
alindi. :

Immun serum hazirlanmasinda ise; I.B.D. harig, diger eufek-
siyonlarda hangi yolla olursa olsun (I. Venoz ve I. Tracheal) anti-
gen, birden fazla inokule edildiginde presipitin antikor tasiyan po-
zitif hayvan sayisinin arttig1 gozlendi.

SUMMARY

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.AM. of the 9-10 days old infected from
SPF flock in ordir to prepare I.B., I.L.T. and CELO antigen. For
the antigen. We used brain and gastro-intestinal tracts of the infec-
ted embryos. Prepared antigen from the gastro-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 very good results,

The preparation of the immun serum for the other infections
except I.B.D.; no matter which way we use (I. Venonsly ar I. [rac-
heally) if the antigen is inoculated more than once We observed
that the number of positive animals increased,
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