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I. EGG DROP SYNDROME - 1976 (EDS’76)’YA KARSI
ASILI VE ASISIZ TAVUKLARIN YUMURTA SARISI
VE SERUMLARINDAKI ANTIKORLARIN
HEMAGLUTINASYON - INHIBISYON (HI)
TESTI iLE BELIRLENMESI

Omer AKAY (* Miijgan izGUR (**) Hatice AYHAN (***)
)

GiRIS

Tavuk yetistiriciliginde hayvan populasyonunun c¢ok fazla ol-
masi, hastaliklara kars: alinacak énlemleri ve siirii sagligimin etkin
bir sekilde kontrol altinda tutulmasim giiclestirmektedir. Yetistir-
me sekli ne olursa olsun belirli enfeksiyoz hastaliklara karsi hay-
vanlar: korumak ancak asilama yolu ile olmaktadir. Bugiin, &zel-
likle, tavuklarda gozlenen viral hastaliklardan korunmada en 6n-
de gelen 6nlem, hayvanlarin asilanmalaridir. Ancak, asili bir sii-
riidde asinin hangi diizeyde bagisiklik meydana getirdigini saptamak
her zaman miim:kiin olamamaktadir. Bu kontrollerin yapilmas: ve
stirii bagisikliginin ortaya konmasi icin, hayvanlardan teker teker
kan alinmasi ve ayrica alinan bu orneklerin siiriiyii temsil edecek
sayida bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenlerle, baz1 arastiricilar
hayvanlarin bagisiklik durumlarmi belirlemede kan serumu yerine
yumurta sarisimin kullanilmasinin gegerliligi iizerinde durmakta-
dirlar (15, 17, 18).

Enfeksiyoz hastaliklara kars: yumurta sarisindaki antikorlarin
saptanmasi amaciyla sinirlh sayida da olsa cesitli iilkelerde calis-
malar yapilmistir (2, 7, 15, 17, 19). Arastiricilar, Newcastle (15, 17),
infeksiyoz bronsitis (15), Mycoplasma gallisepticum (11, 15), Pul-
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lorum (10) ve Egg-Drop-Syndrome-1976 (2, 9, 14, 18) gibi enfeksi-
yonlarda, yumurta sarisinda bu hastaliklara karsi olusan antikor-
larin varligini cesitli serolojik testlerle ortaya koymuslardir.

Egg Drop Syndrome - 1976 (EDS’'76), yumurta dénemindeki ta-
vuklarda goriilen yumurta veriminde diisme, kabuk kirilmasi, yu-
musak kabukluluk, kabuk pigmentasyonunun kaybolmas: ve sekil
bozuklugu ile karakterize bir hastaliktir (13, 18, 19). Bu sendrom’
un teshisi ve asilama sonucu serum (4, 5, 6, 8, 12) ve yumurta sa-
risinda (9, 14, 18) olusan antikorlarin saptanmasi amaciyla degisik
serolojik testler kullamilarak calismalar yapilmistir (2, 3, 8, 14, 18).
Yamaguchi ve ark. (18), Rhode Island yumurta tavuklarini EDS’76
JPA-1 susu ile oral yolla enfekte etmisler ve inckulasyonu takiben
10. giinde serumda HI, 14. giinde ise bu virusa karsi yumurta sa-
risinda HI ve AGP antikorlarimi belirlediklerini, enfekte edilmeyen
hayvanlarin hem serum ve hem de yumurta sarilarinda antikor
saptayamadiklarini, Amaro ve ark. (2), parent ve grand parent sii-
rillere ait damizlik icin uygun olmayan yumurtalarin sarilarinda
EDS'76 virusuna karsi HI antikorlarini belirlediklerini agiklamis-
lardir. Piela ve ark. (14) 25 haftalik 30 adet Golden Comet yumur-
ta tavuklarini Adenovirus 127 benzeri bir susla enfekte ederek yap-
tiklar1 galismada; enfeksiyondan bir hafta sonra tavuklarin kan
serumunda HI antikorlar1 saptadiklar: halde bu siiriide yumurta
sarisinda antikor belirleyemediklerini, 2. hafta sonunda ise sarida
antikor tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Bu galismanin amaci, EDS'76'ya kars: asilanmis ve asilanma-
mis tavuklarin serum ve yumurta sarilarindaki antikorlar: HI testi
ile saptamak ve yumurta sarisinin serum yerine kullanilip kulla-
nilamayacagini ortaya koymaktir.

MATERYAL VE METOT

Yumurtalar : Denemede kullanilan Egg Drop Syndrome-76'ya
kars: asili ve asisiz hayvanlara ait yumurtalar Ankara Universitesi
Bakteriyoloji Bilim Dali deneme hayvanlan iinitesinden ve piya-
sadan saglanmistir. Calismada, 150 asili ve 150 asisiz tavuga ait
yumurta kullanmilmaistir.
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Serumlar : Denemede, EDS'76'ya karsi asili tavuklara ait 150
ve asisiz tavuklara ait 150 serum orneginden yararlanilmistir,

Mikreplate’ler : Caligmada kullanilan virusun HA titresini sap-
tamak, asili ve asisiz hayvanlara ait serum ve yumurta sarilarin-
daki antikorlari ortaya koymak icin yapilan HI testlerinde Greiner
firmasina ait alti1 yuvarlak mikroplate’ler kullanilmistir,

Virus : Calismada kullanilan Egg Drop Syndrome-76 (EDS'76)
virusu (D-susu), Dr. Young Ok Rhee, Kore'den temin edilmistir.

Embryolu yumurtalar : Virusun iiretilmesi amaci ile kullanilan
embryolu érdek yumurtalar: A.U. Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bo-
liimiinden saglanmistir.

Virusun uretilmesi : Bu amagla, 11 giinlitk embryolu 6rdek yu-
murtalarinin koryoallantoik bosluguna EDS'76 virusu inokule edil-
mis ve yumurtalar 37°C’de 6 giin inkube edildikten sonra koryoal-
lantoik swvilari toplanmis (16) ve calismada kullanilmistir,

Yumurta sarisinin hazirlanmast : Yumurta sarilar;, Yamaguchi
ve ark. (18)’'nin bildirdikleri yonteme gore hazirlanmistir. EDS'76
asili ve asisiz hayvanlara ait yumurtalar steril kosullar altinda aci-
larak sarilar1 ayrilmis, 1 ml sar1 1 ml (1:1 v/wv) PBS ile homojenize
edilmis ve karisimin 1 ml’'sine 2 ml kloroform (Merck) katilarak
(1:2 v/v) 1 saat oda derecesinde tutulmustur. Bu siire sonunda siis-
pansiyon 4000 rpm.de 10 dakika santrifiije edilmis ve dist sivi HI
testinde kullanmilmaistir, '

HA testi : Bu test, Piela ve ark. (15)'nin bildirdikleri yénteme
gore mikroplate’lerde yapilmistir, Cukurlara 6nce 0.025 ml FTS
konmus, birinci cukura 0.025 ml virus ilave edildikten sonra oto-
matik diluterde (Dynatech - Microtiter) 1/2’den baslamak {izere
1/32768’e kadar sulandirilmistir. Daha sonra tiim cukurlara 3 kez
yikanmis % 2’lik tavuk eritrositlerinden 0.025 ml konmus ve cal-
kalayicida (Microshaker AM69) bir dakika calkalandiktan sonra oda
derecesinde 40 dakika tutulmus ve sonuglari degerlendirilmistir.
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HI testi : Bu test, Piela ve ark. (15)'nin bildirdikleri yonteme
gore serum ve kloroform ile ekstre edilmis yumurta sarilar ile ya-
pilmistir. Bu iki uygulamada da aymi yontem kullanilmuistir.

Mikroplate’lerin cukurlarina énce 0.025 ml FTS konmus, daha
sonra birinci cukura 0.025 ml serum veya yumurta sarisi ilave edil-
mis ve otomatik diluterle 1/2’den baslamak lizere 1/4096’ya kadar
sulandirmalar: yapildiktan sonra 4HA iinitesinde sabit tutulan

EDS'76 virusundan 0.025 ml cukurlara konarak oda derecesinde
20 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda tiim ¢ukurlara 9% 2'lik
eritrositlerden 0.025 ml ilave edilmis ve 40 dakika oda derecesinde
tutulduktan sonra sonuclar degerlendirilmistir.

BULGULAR

HA test sonuclari : Denemede kullanilan EDS’76 virusunun HA
titrelerini saptamak amaciyla, mikrotiter plate’lerinde test dort kez

tekrarlanmis ve titre 1/2048 olarak belirlenmistir.
HI sonuglari :

Asisiz tavuklara ait serum sonuglar1 : Calismada, asisiz tavuk-
lara ait 150 adet serumdan 138'i negatif sonug verirken, 9'u 1/8 ve

3 tanesi de 1/16 titre géstermis ve bu hayvanlara ait ortalama titre
log,HI 0.26 olarak belirlenmistir (Tablo-1).

Asisiz tavuklara ait yumurta sarisi sonuclart : Asisiz tavuklara
ait 150 yumurta sarisi ile yapilan HI testinde, tiim yumurta sari-
lar1 negatif sonug¢ vermis, ortalama titre logHI 0 olarak saptan-
mastir (Tablo-1).

Asili tavuklara ait serum sonuglari : Asili tavuklara ait 150 se-
rum -5 ile -13 arasinda degisen HI titreleri géstermis ve ortalama
titre log,HI 8.7 olarak belirlenmistir (Tablo-2).

Asih tavuklara ait yumurta sarisi sonuglari : Asili hayvanlara ait
150 yumurta sarist -3 ile -11 arasinda degisen HI titreleri goster-
mis ve ortalama titre log,HI 6.97 olarak saptanmistir (Tablo-2).
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TABLO 1 :. Asisiz tavuklara ait serum ve yumurta sarilar ile
yapilan HI test sonuclari

Test edilen Titreler Ortalama titre
ornek Negatif -3 -4
Serum 138 9 3 0.26
Yumurta 150 — — 0]
sarisi

TABLO 2 : Asili tavuklara ait serum ve yumurta sarilari ile
yapilan HI test sonuclan

Test edilen Titreler Ortalama
ornek Negatif . 3 4 -5 6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 titre

Serum — — — 5 11 21 31 31 29 15 6 1 8.7

Yumurta

sarisi —_ 8 11 20 21 28 25 20 11 6 — — 6.97

TARTISMA

Egg Drop Syndorme-1976 (EDS'76)’ya karsi olusan antikorlar
degisik serolojik reaksiyonlarla saptanabilmektedir (1, 2, 14, 15, 18).
Bu serolojik reaksiyonlar arasinda en ¢ok kullanilan: HI testi olup,
testin giivenilir sonuglar verdigi arasticilar tarafindan ortaya ko-
nulmustur (1,9, 15). HI testi, serum ve yumurta sarisindaki anti-
korlar: belirlemede kullanilmakta, ancak olusan bu antikorlar de-
gisik siirelerde ortaya ¢ikmaktadir. Bu konuda calisma yapan Eck
(9), 26. haftada Golden Comet tavuklarini konjonktival yolla BC14
EDS'76 virusu ile enfekte etmis, inokulasyonu takiben 7. giinde se-

rumda, 12. giinde ise yumurta sarisinda antikorlari saptadigini,
aradaki farkliligin Ig'lerden ileri geldigini, IgM’lerin serumda bu-
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lunmalarina ragmen yumurta sarisinda bulunmadiklarimi bildir-
mistir. Piela ve akr. (14), Adenovirus 127 benzeri bir etkenle tavuk-
lar1 deneysel enfekte ederek yaptiklar: bir calismada, birinci hafta
sonu tavuklarin serumlarinda 1/32 - 1/64 arasinda degisen bir tit-
re saptadiklar: halde bu siirede yumurtada herhangi bir titre goz-
leyemediklerini, ikinci hafta sonu ise, hem serumda ve hem de yu-
murta sarisinda antikor belirlediklerini, ancak serum titrelerinin
yumurtaya oranla az da olsa yiiksek bulundugunu agiklamislardir.

Denemede, EDS'76'ya kars: asilanmamis hayvanlarin yumurta-
larinda en diisiik diizeyde bile HI antikorlari saptanamamis ancak
bu hayvanlarin serumlarinda 1/8 titrede 9 ve 1/16 titrede 3 pozitif
sonuc elde edilmis, digerleri (138) ise negatif bulunmustur. Asili
hayvanlara ait serum ve yumurta sarilarinda degisik titrelerde HI
antikorlar1 saptanmis ve non-spesifik herhangi bir reaksiyona ras-
lanmanmustir. Ancak serum ortalama HI titrelerinin yumurta sari-
sina oranla az da olsa yiiksek oldugu belirlenmistir.

Alinan bu sonuglara goére, EDS'76’ya kars: olusan antikorlarin
saptanmasinda, yumurta sarisimn serum yerine giivenle kullanila-
bilecegi kamisina varilmistir. Bundan sonra yapilacak calismada,
antikorlarm hangi siirelerle kan serumu ve yumurta sarisinda or-
taya ciktig1 ve bu antikor diizeyinin ne sekilde devam ettigi arasti-

rilacaktir.

OZET

EDS’76 virusuna karsi HI antikorlar1 tasimayan Studler irki
yumurta tavuklar1 EDS'76 asisi ile asilanmiglardir. Asilamadan 6n-
ce ve asilamadan sonra hayvanlardan 150’ser olmak iizere toplam
300 serum ve 300 yumurta alinarak EDS'76 yoniinden HI testi uy-
gulanmis, asilanmamis grupta serum ve yumurta saris1 HI titre-
leri negatif bulunmustur. Asilanmis grupta ise; serum HI titreleri
log,5-13, yumurta sarisi HI titrelerinin log,3-11 arasinda degistigi
ve aralarinda uygun bir korelesyon oldugu saptanmistir. Alinan so-
nuclara gére EDS'76'ya kars: olusan antikorlar: saptama da serum
yerine yumurta sarisinin kullanilabilecegi belirlenmistir.
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SUMMARY

DETECTION OF ANTIBODIES AGAINST EGG DROP SYNDROME-
1976 (EDS'76) IN YOLK AND SERUM OF VACCINATED, NON -
VACCINATED CHICKENS BY HAEMAGGLUTINATION - INHIBI-
TION (HI) TEST. '

Studler laying hens that lacked haemagglutination-inhibition
antibody were vaccinated intramuscullary with the EDS'76 vaccine.
Before and after vaccination, 300 sera and 300 yolks were collected
from chickens. Antibodies were not detected in sera of 150 and
in yolks of 150 of unvaccinated hens by HI tests. In the vaccinated
group, 150 sera were positive in the EDS'76 HI test, with titres
ranging from log; 5-13 and 150 yolks treated with chloroform were
positive in the same test, with titres ranging from log. 3-11. A good
corelation was obsernved between serum and yolk titers. Results
of this study show that yolk from EDS’76 vaccinated hens is readily
used instead of serum for detection of antibodies against EDS’76.
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