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INFEKSIYOZ BRONSITIS’E KARSI ASILANMIS TAVUKLARDA
BAGISIKLIK KRITERININ SAPTANMASI*

Fuat Aydmin**

The evaluation of immune status of hens vaccinated against infectious bronchitis.

Summary: In this study a group of commercial layer hens were
vaccinated against infectious bronchitis at 10 and 23 weeks of age with
H120 and HS52 strains, respectively. The immunity produced in laying
hens following the intra-ocular administration of the vaccines was de-
termined with HI and AGP tests. Birds in vaccinated group were clas-
sified into groups at 2 months after the second vaccination and follc-
wing this classification all the birds were challanged intratracheally with
IBV MA41 strain and the relation between the clinical sings and prechal-
lange HI titers were evaluated.

The mean HI titer measured 4 weeks after H 120 vaccination was
found to reach a maximum level which was calculated as log, 7.76.
After the second vaccination with H 52, a remarkable increase both in
mean HI titers and in number of birds with positiveAGP test results
4th week post-vaccination as measured log, 9.32 The minimum and
maximum numbers of AGP positive birds were found to be 5.71 % and
29.88 9, respectively.

In the vaccinated group, pre-challenge mean HI titers were log,
7.02 where post-challenge mean HI titers were log, 6.29. In the control
group, mean HI titers of log, 9 45 were calculated and 14 serum samp-
les (70 ) were found to be AGP positive.

_ Birds having a mean HI titer of log, 6 or more before challange,
seemed to be more resistant against infection but not ccrrelation was
found between the resistance and the percentage of birds reacting in
AGP.

* Aym bashikli Doktora tezinden &zetlenmis olan bu ¢alisma A.U. Aragtirma fonu
tarafindan desteklenmistir (90 30 00 08 No’lu proje).
** Dr., A.U. Kars Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kars,
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When cempared with AGP test, HI test was found to be more
sensitive in detecting the immunity produced following vaccination or
infection. Moreover, a weak correlation was found between the results
of the two tests.

Ozet: Bu ¢alismada infeksiyiz brongitis’e karsi 10. hafta H120,
23.hafta H52 susu ile burun-goze damlatma yéntemiyle agilanmig yumur-
tact tavuklarda olusan bagigiklik HI ve AGP testleriyle saptannugtir.
Ikinci agilamadan 2 ay scnra asui gruptakiler HI titrelerine gore grup-
landirildiktan sonra denemedeki tiim hayvanlar IBV M41 sugu ile intrat-
racheal yolla epriive edilerek hayvanlarin epriivasyon éncesi HI ntreleri
ile klinik belirti arasindaki iliski degerlendirilmigtir.

H120 ile asilamadan 4 hafta sonra ortalama HI titresi pik noktaya
ctkmis ve log, 7.76 olarak saptannustir. AGP pozitif hayvan yiizdesi
3.75 ile 6.89 arasinda degismistir. H52 ile yapian ikinci asilamadan
sonra hem HI titresinde hem de AGP pozitif hayvan yiizdesinde belirgin
bir artig gozlenmis ve ortalama HI titresi 4. hafta pike ¢ikmig ve log,
9.32 olarak belirlenmistir. AGP pozitif hayvan sayisi en digiik %, 5.71
en yiiksek % 29.88 olarak saptanmugtir.

Epriivasyon oncesi agili grupta ortalama HI titresi log, 7.04 eprii-
vasyondan sonra ise logy 6.29 olarak belitlenmigstir. Kontrol grubunda
epriivasyondan 10 giin sonra ortalama HI titiesi log, 9.45 AGP pozitif '
hayvan sayist ise %, 70 (14 hayvan serumu) olarak saptanmistir.

Epriivasyon oncesi ortalama HI titresi log . 6.0 ve yukar:sinda olan
hayvanlar infeksiyona direngli bulunmus ancak AGP pozitif hayvan
yiizdesi ile infeksiyona direng arasinda herhangi bir iiigki gozlenmemis-
tir. ‘

HI testi asilama ve infeksiyon sonrast olugan immun yanitin gosteril-
mesinde AGP testine gire daha duyarli bulunmus ve iki testin sonuglari
arasinda zayif bir iligki gozlenmigtir.

Giris
Infeksiyoz bronsitis, tavuk yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olan viral bir infeksiyondur. Hastahk yumurtaci ta-
vuklarda yumurta veriminin diismesine, civcivlerde ise gelisememeye
ve Olimlere neden olmaktadir (10,37,42), Hastahgin ilk defa 1931 yi1-
linda ABD’de (43) tespitinden sonra, yapilan ¢alismalarla tiim diinya-
da hiikiim siirdiigii saptanmustir (47). Yurdumuzda etken izolasyon
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ve identifikasyonu yapilamamts olmasma karsin hastalifin varhg
serolojik olarak ortaya konmustur (16,41).

Hastahgin teshisi, direkt olarak infekte dokulardap virus izolas-
yonu (12,24), indirekt olarak da enzyme linked immunosorbent as-
say (ELISA) (35,44), viras notralizasyon (VN) (12,33), hemaglutinas-
yon inhibisyon (HI) (9,16,22,33,36) ve agar jel presipitasyon (AGP)
(11,28) gibi serolojik testlerle yapilmaktadir.

Herhangi bir isleme tabi tutulmamis 1B virusunun tavuk eritrosit-
lerini aglutine etme 6zelligi yoktur (5,14). Virusa HA 6zelligi kazandir-
mak igin tripsin ya da eter ile muamelesi denenmistir (6). Bu islemlerle
virus hemaglutinasyon aktivitesi kazanmasina karsin, bu aglutinasyo-
nun hem spesifik hem de non-spesifik serumlarla inhibe edilmesinden
dolay1 uzun yillar HI testi konvensiyonal bir test olarak kullanilama-
mistir. 1975 yilinda Bingham ve ark,(5) virusun konsantrasyonu ve
Clostridium perfringens’den elde edilen fosfolipaz C enzimi ile mua-
melesinden sonra tavuk ve kobay eritrositlerini aglutire ettigini ve bu
HA aktivitesinin sadece spesifik antiserumlarla giderilebilecegini gos-
termislerdir. Alexander ve ark. (2) ve Alexander ve Chettle (1) HA
ve HI test prosediirlerini gelistirerek HI testinin kisa siirede sonug
verdigini, duyarli ve kolay bir test oldugunu, elde edilen sonuglarin
diger serolojik testlerle (VN,CF,AGP) karsilastirilabilecegini bildir-
mislerdir. Daha sonra HI testi birgok laboratuvarda hastaligin teshisi
yada asilama sonrast olusan immun yanitin gosterilmesi igin yaygin
olarak kullanilmaya baslanmsstic (8,18,25,37).

HI testi IBV suslari arasindaki antijenik iliskiyi saptamak (9,13),
asili (8,18,23,35,38) ve infekte (16,33,36) hayvanlarda olusan immun
yamit1 géstermek igin kullanilmistir. Test 9 1 (1,2,22), % 0.5 (26,38)
ve % 0.6’lik (20) yikanmis tavuk eritrositi kullamlarak U (1,38) veya
V (16) seklindeki mikroplatelerde yapilmaktadir.

HI antikorlar1 infeksiyondan 1 hafta sonra saptanabilmekte (22)
ve 4. haftada (3,37) pike ¢ikmaktadir. Alexander ve ark,(3) IB viru-
sunun H52, H120 ve T susuyla deneysel olarak infekte ettikleri 3 haf-
talik SPF civcivlerde HI titresinin infeksiyondan sonra 28. giinde pike
ciktigint ve 227 giin boyunca diagnostik diizeyde kaldigini, Miineer
ve ark, (37) 77 haftalik yumurtaci tavuklarin 1BV ile intraokiiler yolla
infeksiyonanu takiben yumurtalarin aguhgmm azaldigim, i ve dig
kalitesinin distiigiinii ve bu hayvanlarda serum HI titresinin infeksi-
yondan 4 hafta sonra maksimum seviyeye yiikseldigini saptamiglar-
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dir. Demirdzii ve ark, (16) HI testiyle inceledikleri siipheli serumlarin
32.98%ipi M41, % 45.92sini D274 serotipine karsi pozitif bulmuslar-
dir. HI testi gesitli arastiricilar tarafidan (9,13) 1B virusunun suslan
arasindaki antijenik iliskiyi gostermek igin kullanilmis ve test edilen
suslar arasinda yogun kros reaksiyonlar gozlenmistir. Cook ve ark.
(13) kros reaksiyonlardan dolayr HI testinin tiplendirmede kullanila-
mayacagint ileri siirmislerdir.

Agar jel presipitasyon (AGP) testi virusa kars1 olusan antikorlart
saptamak (11) ya da antijenin direkt identifikasyonu i¢in yaygin ola-
rak kullaniimaktadir (17,21). Test Woernle (46) tarafindan standar-
dize edilmistir. Gelb ve ark. (21) broilerlerde 1B infeksiyonuna neden
olan 5 izolati AGP testi ile identifiye etmislerdir. Maiti ve ark. (32)
bu testle yumurta verimi diisiikligi gorilen tavuklardan saglanan
464 serum oOrneginden 21’inde (% 4.5) IB’e karsi antikor tespit et-
tiklerini agiklamislardir.

Gough ve Alexander (22) ticari bir as1 ile agtlama sonrasi olusan
primer immun yanitt gostermek i¢cin HI, AGP, CF ve VN testlerini
kullanmislardir. HI testiyle antikorlarin agilamadan 1 hafta sonra tespit
edilmeye baslandigini ve 14 haftalik bir periyod iginde diagnostik di-
zeyde kaldigini, presipitinlerin ise 1. haftada tespit edilmesine karsm
bu antikorlarin gegici ve degisken oldugunu ve AGP ile HI testi ara-
sinda zayif bir korelasyon bulundugunu agiklamislardir. Mcdonald
ve ark. (31) sahada 3.hafta H120,8. hafta HL ve 17 haftada H52 su-
suyla asilanmig (igme suyu) broiler damizhiklardaki HI ve AGP ya-
nitin1 incelemislerdir. Arastiricilar HI titrelerini (log») apilama dncesi
1.2, asilamadan sonra 5. haftada 4.6, 10. haftada 5.3, 17. haftada
6.5, 25. haftada 10,2 ve 30. haftada 8.2 oldugunu, AGP pozitif hay-
van yiizdesinin ise 2.haftada negatif, 5-6. haftalarda 9 50’nin altin-
da, 25. haftada 9 84 ve 30. haftada % 33 oldugunu bildirmiglerdir.

Hastaliktan korunmak igin genelde broiler ve yumurtacilar igin
iki farkli asilama programi bulunmaktadir (24). Broilerler 1.haftada
canl atteniie astyla (24), yumurtacilar ise 1.haftadaki canh atteniie
astyla asilamayi takiben yumurtalama periyodunun (15-16.hafta)
baslangicinda inaktive agiyla asilanmaktadir (8,34,38).

" Asilt hayvanlarin patojen IB virusuna karg: direngleri konusunda
diger tlkelerde gesitli kriterler (yumurta verimi, virus izolasyonu, kli-
nik belirti vb.) esas alinarak yapilan ¢alismalar mevcuttur (8,15,22,23,
33). Mcpherson ve Fcest (33) yaptiklari saha taramasinda H120 ve




INFEKSIYOZ BRONSITIS’E KARSI ASILANMIS TAVUKLAR. .. 387

H52 ile asilanmis broiler ve broiler damizliklarda hastaligin klinik
belirtileri ile HI titresi arasindaki iligkiyi incelemiglerdir. Broilerlerde
log, 4-5, yumurtacilarda ise log, 5-6 arasi1 HI titresinin infeksiyona
kars1 koruyucu oldugunu bildirmislerdir. Darbyshiere ve Peters (15)
IB’e kars1 maternal antikor tasiyan civcivleri H120 ile asiladiktan (int-
ranasal yolla) sonra degisik zaman arahklarinda epriive etmigler ve
hayvanlardaki korunmay: saptamak igin tracheal siliar aktivitenin
Slgiimiinii esas almiglar, immun yaniti gostermek igin de HI ve VN
testlerini kullanmuslardir. Arastiricilar epriivasyondan sonra histo-
patolojik bulgular ilesiliar aktivite arasinda mutlak biriligki bulduk
Jarini, buna karsin HI titreleri ve korunma arasindaki iligkiyi incele-
diklerinde sadece HI titresi log, 6 ve yukari olan hayvanlarin korun-
dugunu agiklamuglardir. Gough ve Alexander (22) ticari bir ag1 ile
asilanmis 3 haftabk civeivleri 22. haftada 1BV M41 susuyla aerosol
yolla epriive etmiglerdir. Arastiricilar immun yamt: gdstermek igin
AGP ve HI testlerini kullanmislar ve epriivasyondan sonra hayvanlar-
daki korunmanin derecesini belirlemek igin epriivasyondan 4 giin
sonra hayvanlarin oldiiriilerek i¢ organlarindan (bobrek, ovidukt,
trachea) virus izolasyonunu kriter olarak almuslardir. Epriivasyon
dncesi ortalama HI titreleri log, 5 ve altinda olan hayvanlardan virus
izole edildigini, titresi log, 6 ve yukarisinda olan hayvanlardan virus
izole edilemedigini, AGP test sonuglar ile korunma arasinda herhangi
bir korelasyon bulunmadigini bildirmislerdir. Box ve ark. (8) infeksi-
yoz bronsitis’e karsi agili tavuklarin virilent 1B virusu ile epriive edil-
diklerinde yumurta verimlerinin HI titreleri ile iliskili oldugunu, HI
titresi log, 8 ve yukanisinda olan hayvanlarin yumurta veriminde hig
bir degisiklik olmadigin1 saptamislardir.

Yurdumuzda hastaligin varhg bildirilmesine ve agilama program-
Jar1 uygulanmasina karsin konu ile ilgili herhangi bir arastirma yapil-
mamistir.

Bu ¢alismada, infeksiy6z bronsitis’e karst agilanmis tavuklarda
olusan bagisikligin HI ve AGP testleri ile saptanjasi, HI titrelerine
gore gruplandirilan hayvanlarin patojen IB virusu ile epriivasyonun-
dan sonra bu infeksiyona karsi asilama sonrast olusan koruyucu HI
titresinin tilkemiz kosullarinda belirlenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Virus: Hemaglutinasyon (HA), hemaglutinasyon inhibisyon (HI)
antijenlerinin hazirlanmasi ve epriivasyon ¢alismalarinda kullanilan
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IBV M41 susu Manisa Tavuk Hastaliklar1 Arastirma ve Asi Uretim
Enstitiisii'nden, agar jel presipitasyon (AGP) antijeninin hazirlanma-
sinda kullarulan 1RV Beaudette susu ise Bakteriyoloji Bilim Dali kiil-
tir kolleksiyonundan temin edilmistir.

Embriyoiu Tavuk Yumurtalar.: Virusun Uretilmesi ve HA, HI
ve AGP testlerinde kullamilan antijenin hazirlanmasinda gerckli olan
embriyolu SPF tavuk yumurtalari Manisa Tavuk Hastaliklar1 Aras-
tirma ve As1 Uretim Enstitiisi’nden saglanmustir.

Deneme Hayvanlar:: Calismada 6zel bir yetistirmeden saglanan
1 glinliik 125 adet Hisex Brown irk1 yumurtaci civeiv kullaniimigtir.
Hayvanlarin 25 tanesi kontrol, 100 tanesi de deneme grubunu olustur-
mustur.

Asidar: Calismada, Intervet firmasma ait JB Hi20 (Intervet, 1B
vaccine nobilis) ve Manisa Tavuk Hastaliklari Arastirma ve Ast Ure-
tim Enstitiisi tarafindan iiretilen canli, liyofilize H52 asilart kulla-
nilmistir.

Mikroplate’ler: HA ve HI testlerinde Greiner firmasina ait alti
yuvarlak 96 gozli mikroplate’lerden yararlanilmistir.

Tampon Sivilar- HA ve HI testlerinde sulandirma sivist olarak
PBS (pH 7.2) ve fosfolipaz C enziminin sulandirilmas1 amaciyla da
0.01 M Tris-HCI bufferden (pH 6.5) yararlanidmustir.

Phospholipase C Enzimi: HA antijeninin hazirlanmasinda Clostri-
dium perfringens’den elde edilen fosfolipaz C enzimi (Sigma Chemi-
cal Co.125 Unite, Tip 1) konsantre edilen virusa, Tris-HCI bufferde
sulandirthp 10 1U / ml oraninda katilarak kuallanidmugtir.

Yikannus Tavuk Eritrositi: Kan Alsever soliisyonuna 1/3 ora-
ninda alinip 3 kez PBS soliisycnu ile yikapmis (1000 g’de 10 dak.)
ve sediment PBS ile %, 2 oraninda sulandirilarak GA ve HI testlerinde
kullanilmistir.

Hiperimmun Serum Hazirlanmast: Bilim dali deneme hayvanlar
iinitesinde konvensiyonel olarak barindirilan 6 adet 6 aylk horoza,
IB H52 asis1 10 ml PBS ile sulandirilip 0.1 m! intratracheal yolla birer
hafta araliklarla 4 kez inokiile edilmis son inokiilasyondan 10 giin
sonra hayvanlarin kanlar ahnarak serumlan c¢aligmada hiperimmun
serum olarak kullanilmistir (26).

Asilama: Ozel bir yetistirmeden 1 giinliikken temin edilen dene-
me hayvanlari 3 haftalbk olduklarinda kanlar IB virusuna karsi anti-
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kor yéniinden kontrol edilmistir. Deneme grubunda bulunan 100 adet
pilic 10 haftalikken canli, liyofilize IB H120 (Intervet, IB vaccine
nobilis) asisi, 23 haftalikken canl, liyofilize IB H52 (Manisa Tavuk
Hastaliklar1 Arastirma ve Ast Uretim Enstitiisii-Manisa) agisiyla burun
gbze damlatma yontemiyle asilanmstir.

Virusun Uretilmesi: 1B virusunun M 41 susu PBS iginde 10-2
sulandinlip SPF 10 giinliik embiryola tavuk yumurtalarinin korioal-
lantoik bosluguna inokiilasycnu takiben 37.C’de 48 saat inkiibe
edilmistir (24 saat iginde meydana gelen OSliimler degerlendirmeye
alinmadi). Bu siire sonunda yumurtalart korioallantoik sivilari asep- -
tik kosullarda toplamip (27) —20°C’de dondurularak saklanmis ve
caligmada stok virus olarak kullantimstir.

Embriyo Infektif Doz 50 (EIDsy)’nin Hesaplanmasi: ElDsy'nin
hesaplanmasi Reed ve Muench’in (40) mtoduna gore yapilmstir. ‘

Epriivasyon: H52 ile yapilan son asilamadan 2 ay sonra agili
grupta olanlar HI titrelerine gore gruplandirildiktan sonra tiim hay-
vanlar 1BV M41 susu (3.16X104 EIDs,/ 0.1 ml) ile intratracheal yol-
la infekte edilerek klinik gozlem altinda tutulmuslardir.

Agar jel Presipitasyon (AGP) Test Antijeni: AGP testinde, IB
canh liyofilize asis1 (H52, H120) 5 ml steril distile su ile sulandirilip
antijen olarak kullamlmigtir. Hazirlanan bu antijen kullaniimadan
once negatif serum, pozitif serum, FTS, distile su ve PBS ile nonspe-
sifik bir reaksiyon yoniinden kontrol edilmistir.

Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI)
Test Antijeni: HA ve HI testlerinde kullanilan antijen Perrotta ve ark.’
nin (29) yontemine goére hazirlanmistir.

Hemaglutinasyon (HA) Testi: HA testi mikroplate’lerde yapil-
mustir. Antijen PBS iginde 2 katli (O 025 ml antijen - 0.025 ml PBS)
sulandinlip {izerine 0.025 ml PBS ve 0.025 ml %2’lik tavuk eritrosit-
lerinden konularak 4.C’de 30-45 dakika bekletildikten sonra sonuglar
degerlendirilmistir. Dantela tarzinda ¢okintiiniin olustugu gozde
reaksiyon pozitif olarak degerlendiriimis ve pozitif reaksiyon goriilen
en son sulandirma 1 HA f{initesi olarak kubal edilmistir (4).

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi: Test mikroplate’lerde
yapilmistir. Plate’nin tiim gozlerine 0.025 ml PBS konulduktan sonra
yukandan asagiya 1.gozlere test edilecek serum orneklerinden 0.025
ml konulup soldan saga 2 kath (1 /2’den 1/ 1024’ kadar) sulandiril-
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mustir. Daha sonra tiim goézlere 4HA (nitesinde sabit tutulan IBV
HA antijeninden 0.025 ml konulup 4.C’de 15 dakika bekletilmis ve
bunu takiben tiim gozlere 0.025 ml 9 2’lik tavuk eritrositlerinden
ilave edilerek 4.C’de 30-45 dakika bekletilip sonuglar degerlendiril-
mistir. Her plate’de negatif serum, pozitif serum ve kan kontrolu da
yapilmistir. Diigme tarzindaki ¢Skiintiiniin gorildigi gozlerde reak-
siyon pozitif, pozitifligin gorildigii en son sulandirma ise HI titresi
olarak kabul edilmis ve sonuglar 4 HA initesine gore hesaplanmistir

(4).

Agar Jel Presipitasyon (AGP) Testi: Bu test Lohr’un (28) bil-
dirdigi yonteme gore 9 cm gapindaki plastik petri kutularinda yapil-
mustir.

Bulgular

Hiperimmun Serum: Horozlarda hazirlanan ve AGP, HI testle- |
rinde kontrol amaciyla kullanilan hiperimmun serumun titresi HI
testi ile log2-1! (1/2048) olarak saptanmistir.

Embriyo Infektif Doz (EIDsy)’nin Saptanmasi: Embriyolu ta-
vuk yumurtalarinin koriallantoik sivisinda tretilen IB  virusunun
EIDyy’si Reed ve Muench’in (40) metoduna gére 3.16X104/0.1 ml
olarak hesaplanmugtir.

Hemaglutinasyon (HA) Antijeni: HA antijeninin titresi 1/ 512
olarak belirlenmistir. Ancak her HI testinde titre tayini yapilarak kul-
lanilmistir.

Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Test Sonuglari: Deneme hay-
vanlarindan astlama ©ncesi (3.hafta) ve agtlamadan sonra belirli ara-
liklarla kan alinarak serumlarnn HI ve AGP testleriyle incelenmistir.
Astlamadan 6nce 3.haftada tiim hayvanlardan alinan kan 6rnekleri-
nin ortalama HI titresi log, 4.91 olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Hayvanlarin astlama Oncesi ortalama HI titreleri tespit edildik-
ten sonra ilk asilama 10. haftada H120, ikinci astlama ise 23.haftada
H52 asilan ile gergeklestirilmistir.

Agili Grup: Birinci asilamay: takiben 15 giin sonra test edilen 85
serumun HI titre dagilimt log, 3-9 arasinda degistigi, ortalama titre-
nin log, 6.44 oldugu, antikor diizeyinin pik noktaya 4.haftada ¢iktigs
ve pik antikor titresinin log, 7.76 oldugu belirlenmistir (Tablo 1).




Tablo 1. Asili ve kontrol grubunda bulunan hayvanlarin HI ve AGP test sonuglari.

Yas (Hafta) 3 10 12 ' 14 16 | 18 20 22 |23 24 I 2> l 26 27 | 28 ' 29 | 30 I 31 |32 331 34
Ortalama
Titreler Hi20 | I HS52 ' ' l 'Epi.
HI (log,) titresi 4.91 5.44 | 7.76 | 7.48 ) 7.28 1 7.69 | 6.98 6.80 | 8.27 | 8.57 | 9.32 7.80 7.04 6.29
incelenen serum sayisi 125 85 84 58 67 R1 60 81 47 50 37 35 87 Tz
5\
3| AGP % Poritifiik orani| 0 6.25 ] 6.41 14.76 | 5.17 | 3.75 1 6.89 18.98| 8.51 5.71 12.5 29.88 8.69
2 Pozitif serum 0 4 | s | 2| 3| 3| 4 15 | 4 2 4 2 6
fncelenen serum 100 64 78 42 58 80 58 79 47 35 32 87 69
HI (log,) titresi 3.80 | 9.45
5 Incelenen sernm sayist 20 20
E
Q —
35 AGP Y pozitiflik oram | 0 0 70
E Pozitif serum 0 0 14
M —
incelenen serum 25 20 20
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23. haftadaki 2.asilamay: takiben antikor titresi yiikselerek pik nok-
taya 4.haftada ¢ikmus, ortalama log, 9.32 olarak belirlenmistir (Tab-
lo 1). Bundan sonraki haftalarda ortalama HI titresi dismeye basla-
mis ve epriivasyondan onceki haftada leg, 7.04 olarak saptanmus-
tir (Tablo 1, Grafik 1).
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WI( 1052) titresi

0 11 12 13 415 16 17 1819 20 21 2243 24 25 26 27 23 29 30 31 B2 33 34 :_g

Hafta
H120 52 Eprivasyon ¢ )

Grafik 1. Birinci ve ikinci asilamadan sonra ortalama HI titresi.

Kontrol Grubu: Bu grupta 3l.haftada alinan kanserumlarindaki
ortalama HI titresi log, 3.60 olarak saptanmistir (Tablo 1).

Agar Jel Presipitasyon (AGP) Test Sonuglar:

Asili Grup: Denemeye alinan 125 adet hayvanin 3. haftada kan-
lart alimarak serumlar1 ayrilmis ve bu serumlar AGP testi ile incelen-
mis ve tiim hayvanlarin serumlart negatif bulunmustur (Tablo 1).
Birinci, ikinci agilamay1 takiben ve epriivasyondan sonraki AGP test
sonuglart Tablo 1 ve Grafik 2’de gosterilmistir. Tablo 1’de gdriildigi
gibi AGP pozitif hayvan yiizdesi 1. asgilamadan sonra diisiik 2. asila-
madan sonra ise yiikselmis fakat dalgalanma gostermistir.

Kontrol Grubu: Bu grupta 31. haftada hayvanlardan alinan 20
adet kan serumunun tiimi AGP testi ile negatif sonug vermistir (Tab-
Io 1).
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Grafik 2. Birinci ve ikinci asilamadan sonra pozitif AGP yiizdesi.

Epriivasyon Sonuglari: Denemeye alman 100 adet agili ve 25 acet
asilanmamis kontrol grubuna dahil tavuklar son asilamadan 8 hafta
sonra (31.hafta) sonra serumlari H! testiyle incelenerek bu titrelere
gore gruplandirilmistir (Tablo 2 ve Tablo 3).

Tablo 2. Epriivasyondan once agth gruptaki hayvanlarin HI titrelerinin dagilimu.

Serum 2 log HI Titreleri Ortalama-
sayist | Neg. | -3 l -4 | -5 | -6 | =7 | -8 I -9 -10 I -11 titre
sr | - | -l 20 7015 |31 |26 l—s—i v | - | 708 |

Kontrol grubunu olusturan asilanmams 20 adet tavuga ait se-
rumlarin epriivasyondan ! hafta onceki (31.hafta) HI titre dagilim
saptanmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Epriivasyondan once asisiz kontrol grubundaki hayvanlarin
HI titrelerinin dagilimi.

Serum . . Ortalama
sayisi 2 log HI Titreleri titre

Neg | 3[4 |56 |7 |8 (5|0 |-
20 - Tolwl 1| -1 -7 -T7-1 -1 -] 36 |
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Otuzikinci haftada EIDs, titresi 3.16X104/0.1 ml olan [BV
M41 sasu kontrol grubu dahil tiim hayvaalara intratracheal yolla 0.1
ml miktarinda verilerek infekte edilmis ve hayvanlar 10 giin siireyle
gozlem altinda tutulmuslardir. Kontrol grubundaki tim hayvanlar
3.giinden itibaren hiriltili solunum, oksiiriik ve aksirik ile karakterize
solunum belirtileri gostermeye baglamistir. Bu semptomlar gozlem
periyodunun sonuna dogru azalmis ve 10.giinde saaece 34 hayvanda
klinik semptomlar gozlenebilmistir.

Epriivasyon oncesi asilt grupta bulunan hayvanlar patojen sus
ile infekte edildiklerinde, 87 hayvandan 2 log HI 4’ sahip 2, 2 log
HI 5°e sahip 7 hayvanin 3. giinden itibaren orta siddette hinltil solu-
num, Oksiiriik, aksinik ile karakterize solunum semptomlari goster-
meleri infeksiyon ydniinden pozitif kabul edilmistir. (Tablo 4).

Tablo 4. Degisik HI titrelerine gére gruplandirian hayvanlarin eprivasyon
sonu infeksiyon yéniinden pozitiflik dagihmi.

T Hayv. l . ] ] Ortalama |
sayisi 2 log HI Titreleri titre

‘ Neg. | -3 | -4 -5 | -6 1 -7 | -8 | -9 i -10 | —11 1

"o | - | - 2| -1 T - |

Onuncu ve yirmitigiincli haftalarda 1B’e karsi asilanan ve asisiz
kontrcl hayvanlar 32.haftada patojen IB virusu ile epriive edilmisler
ve epriivasyondan- 10 giin sonra bu hayvanlarin serumlari alinarak
HI titreleri belirlenmistir (Tablo 5 ve Tbalo 6).

Tablo 5. Evriivasyondan 10 giin sonra asih gruptaki hayvanlara
ait serumlarin HI titrelerine gore dagihm.

oo 2 log HI Titreleri ] Ortalama
Neg |3 | 4[5 6 |7 |8 ()10 T
IR E |-'2|9“23—|21|nl3| -1 629

Tablo 6. Eprivasyondan 10 giin sonra kontrol grubundaki hayvanlara
ait serumlarin HI titrelerine gore dagiimi.

Serum . . Ortalama
sayist 2 log HI Titrelert ) titre
Neg. ] -31-4]-5 | -6 -7 -8 -9 1 -10 | -11
20 - |- ""ll -2l s{wo| 2] 9

Asth grupta bulunan ve epriivasyona alinan 87 hayvandan 79’una
ait serum ornekleri 32.haftada yapilan epriivasyondan 10 giin sonra
AGP testiyle incelenmisler ve bu test sonucu 69 serumdan 6’s1 (7, 8.69}
bu testle pozitif sonug vermistir (Tablo 1, Garafik 2).
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Kontrol grubunda bulunan ve epriivasyona ahinan20 hayvana
ait serum Ornekleri 32. haftada yapilan epriivasyondan 10 giin sonra
AGP testiyle incelenmisler ve bu test sonuca 20 serumdan 14’ii (% 70)
testte pozitif sonu¢ vermistir (Tablo 1).

Tatisma ve Sonug

Bu galismada 10. haftada H120 ve 23.haftada H52 ile asilanmis
tavuklarda olusan bagisiklik HI ve AGP testleriyle saptanmis, asili
gruptaki hayvanlar HI titrelerine gore gruplandirildiktan sonra kont-
rol grubundakilerle birlikte ikinci astlamadan 2 ay sonra IBV M4l
susuyla intratracheal yclla infekte edilmis ve bu hayvanlara ait serum-
larin HI titreleri ile olusturulan infeksiyon arasindaki iliski incelen-
mistir.

Witter (45), 4-5 haftalik 500 adet beyaz leghornu deneysel olarak
IB virusunun bir saha susuyla (M41 susu) intratracheal yolla infekte
etmis ve bu hayvanlarda olusan immun yaniti géstermek i¢in AGP
ve VN testlerini kullanmistir. Arastirict, presipitinlerin 8. giinde sap-
tanip 94. giine kadar kalici bulundugunu, inokiilasyon sonrasi 10-17.
glinler arasinda hayvanlarin 9/80°den fazlasinin pozitif yanit verdigini,
fakat presipitinlerin bazi hayvanlarda gegici ve degisken oldugunu
bildirmistir. Gazazinski ve ark. (19), presipitinlerin tanimlanabildigi
zaman saptamak ve hayvanlardaki klinik belirtileri gbzlemek amaciy-
la 11 haftahik 20 adet pilici IBV H52 susuyla intratracheal olarak in-
fekte etmisler. hayvanlarin % 80’inde presipitinleri 8. giinde, % 100’
tinde ise 10-15. gilinlerde belirlemislerdir. Arastiricilar inokiilasyondan
48 saat sonra hayvanlarin 9 90’mimin oksuariik, aksirik ve tracheal
sesler ile karakterize klinik semptomlar gosterdigini ve semptomlarin
16. giine kadar devam ettigini, Macdonald ve ark. (29) 11 haftahk
ve infeksiy6z bronsitic’e karsl antikor tasimayan 10 adet Brown leg-
horn 1rks pilici IBV HS2 susuyla intratracheal olarak infekte ettikle-
rinde 48 saat sonra tim hayvanlarin degisik derecelerde olmak iizere
Sksiiriik, aksirik ve tracheal sesler gibi klinik semptomlar gosterdigini
ve bu semptomlarin 8.giine kadar goézlenebildigini, presipitinlerin de
13.giinde tim hayvanlarda tespit edilebilirligini bildirmislerdir. Mac-
donald ve ark. (30) 15 haftalik 10 adet pilici IBV HS52 susuyla intra-
vendz yolla infekte etmisler ve presipitinleri inokiilasyondan 10 giin
sonra tiim hayvanlarda belirlediklerini agiklamiglardir. Ayni arastiri-
cilar, infeksiyondan 10 giin sonra HI titrelerinin log, 10-12 arasinda
oldugunu, Box ve ark. (7) ise 31 haftalik 10 adet SPF yumurtacinin
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IBV virusunun viriilent Massachusetts susuyla aerosol yolla infeksi-
yonundan sonra ortalama HI titrelerinin 37. haftada log; 10.1 ola-
rak saptamuslardir.

Bu ¢alismada. kontrol grubunda bulunan 20 adet hayvan 32 haf-
talik oldugunda IBV M4l susuyla intratracheal olarak epriive edil-
dikten sonra 10 giin klinik gdzlem altinda tutulmustur. nfeksiyondan
10 giin sonra ahnan kan ornekleri AGP testiyle incelendiginde AGP
pozitif hayvan sayist 14 (%, 70) olarak tespit edilmis, deneme infeksiyo-
nunu takiben 3.giinde baslayan ve gozlem periyodu olan 10.giine ka-
dar devam eden hastaliga 6zgii klinik belirtiler gozlenmistir. Ayrica
yine infeksiyondan 10 giin sonra alinan kan ornekleri HI testi ile in-
celendiginde, ortalama HI titresinin log; 9.25 oldugu saptanmistir.
Elde edilen bulgular yukandaki arastinicilarm sonuglari ile paralellik
gostermektedir.

Cesitli arastiricilar (19,29,31.45) degisik yollarla asilanmis hay-
vanlarda olusan presipitinlerin viriilent 1B virusundan ileri gelen infek-
siyon sonrast olusan presipitinlerle benzer oldufuna bildirmislerdir.

Caligmada kontrol grubunda bulunan hayvanlarin intratracheal
epriivasyonlarindan sonra AGP pozitif hayvan sayisinin %70 olma-
sina kargin deneme grubundaki hayvanlarin AGP testinde 1.astlama-
dan sonra % 6.89’u, 2.astlamadan sonra ise 95 29.88’i pozitif olarak
belirlenmistir. Asili gruptaki degerlerin ¢ok diisiik olmasi, asilamada
burun-géz damlatma ydnteminin Kullanidmasma bagh olabilir.

Monreal ve ark. (35) sahada 3. hafta H120, IC. ve 18. haftalarda
HS52 ile igme suyuyla asilanmis prciler damiliklarda astlama sonrast
olusan bagisikhign ELISA, HI ve AGP testleriyie dlgmiislerdir. Aras-
tincilar H120 ile yapilan l.agilamadan sonra H! ve AGP testleriyle
bagisikhigin dlgiilemedigini, buna karsin H52 ile yapilan 2.asilamayl1
takiben HI ve AGP testleriyle antikorlarin saptandigini bildirmisler-
dir. Macdonald ve ark. (30) sahada 3.hafta H120, 8.hafta HL ve 17.
hafta H52 ile asilanmis broiler damizbklardaki HI ve AGP yanitin
incelemisler ve HI testiyle immun yanitin tam olarak suptanabilmesine
karsin AGP testiyle saptanan antikorlarin gegici. degisken oldugunu
ve iki test arasinda zayif bir iliski bulundugunu agiklamislardir.

Bu calismada, asih grupta gerek birinci ve gerekse ikinci agilama-
dan sonra meydana gelen bagisikhk HI testiyle bagaril bir sekilde
gosterilebilmesine karsin, AGP testi ile saptanan pozitif hayvan say1-
simin gok diisiik oldugu ve iki test arasinda zayif bir iliski bulundugu
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gbzlenmistir. Alman bu sonuglar, arastiricilarin bulgularina uygun-
luk gostermekte, ayrica asilamalar sonrast HI ve AGP testleri kulla-
nildiginda olusan antikerlarin kisa siirede saptanmasinda HI testinin
daha duyarh ve stabil oldugunu goéstermektedir.

IB hastalifinin korunmasinda kullanilan asiarin ne derece bagi-
stklik verdiginin belirlenmesi amaciyla ¢esitli arastiricilar tarafindan
asitlama sonrast yapilan epriivasyonlart takiben klinik semptomlar,
histopatolojik bulgular ve hayvanlardan virus izolasyonu kriter olarak
alinmistic (15,22,23,33).

Macphenson ve Feest (33), yaptiklan saha taramasinda canli
atteniie astyla asilanmis broiler ve broiler damizliklarda, hastaligin

linik belirtileri ile HI titresi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Aras-
tiricilar, broilerlerde log, 4-5. yumurtacilarda ise log, 5-6 arasi HI
titresinin infeksiyona karsi koruvucu oldugunu bildirmislerdir. Gough
ve Alexander (22) ve Gough ve Alexander (23) canli atteniic 1B asi-
siyla asilanmis hayvanlarda patojen IB virusuyla epriivasyonu takiben
HI titresi log, 6 ve yukarisinda olan hayvanlarin infeksiyona direng
gbstermelerine karsin bu titrenin altinda olan hayvanlarin direng
gbstermedigini bildirmislerdir. Benzer bulgu Darbyshiere ve Peters
(15) tarafindan da saptanmistir.

Bu ¢alismada, HS52 ile yapilan 2.asilamadan 2 ay sonra (32. hafta)
hayvanlar HI titrelerine gore gruplandirilip patojen IB virusuyla (M41
susu) intratracheal olarak epriive edilmislerdir. Calismada infeksiyona
karst korunma, klinik belirtiler esas alinarak degerlendirilmistir. Ep-
riivasyon oncesi log, 4’de bulunan 2 hayvanmn 2’si, log, 5’de bulunan
7 hayvanin 7’si epriivasyondan sonra klinik belirti gosterirken log,
6 ve yukarisinda bulunan hayvanlarin higbiri klinik belirti gdsterme-
mistir. Ayni sekilde 32. haftada intratracheal yoila epriive edilen
kontrol grubundaki ortalama EI titresi log, 3.60 olan 20 hayvanin
% 100’tinde infeksiy6z bronsitis’e ilgili klinik belirtiler gozlenmistir.
Alinan bu sonuglara gdre log. 6 ve lizerindeki titrede bulunan hay-
vanlarda higbir klinik belirti goriilmemesi bu konuda yapilan aras-
tirmalarla paralellik saglamakta ve bu titrenin IB infeksiyonuna kars:
koruyucu HI titresi esigi oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismanin sonucunda hayvanlarm bagisiklik durumlarinin
belirlenmesinde kullanilan AGP testinde en iyi sonug canl liyofilize
IB asist antijen olarak kullamldigmda alinmsstir. AGP testi ile HI
testi karsilastirildiginda; HI test sonuglarimin immun yanitin tam ve
kisa siirede saptanabiimesinde daha duyarli ve stabil oldugu anlagil-
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mis ve iki test arasinda bir korelasyon bulunmadig ortaya ¢ikmis-
tir. Ayrica HI titresine gore gruplandirilan hayvanlarin; epviirasyon
sonrast log, 6 ve lizerinde olan hayvanlarin hastaliga ilgili klinik
belirtiler gostermemesi HI log, 6.0 titresinin korunma igin yeterli ol-
dugunu goéstermistir.
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