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İNFEKSİYÖZ BRONŞİTİs'E KARŞI AŞILA~MIŞ TAVUKLARDA
BAGIŞıKLIK KRİTERİNİN SAPTANMASI.

Fuat Aydm**

The evaluatioD of immune status of hens vaccinated against inf£ctious bronchitis.

Summary: In this study a group of commercial layer hens were
vaccinaled against infectious bronclıiıis al Lo and 23 weeks of age ıviılı
H120 and H52 strains, respecıively. The immunily produced in laying
hens following the inlra-ocular adminislration of the vaccines ıvas de-
termined with HI and ACP tests. Birds in vaccinated group were clas-
sified into groups at 2 months af ter the second vacciııalion and folle.,.
wing this classifıcation all the birds were challanged intratracheally ıdtlı
JBV M41 strain and the relatian betıveen the clinical sings and prechal-
lange HI titers were evaluated.

The mean HI titer measured 4 weeks af ter H 120 vaccination was
found to reach a maximum level which was ealeulated as logz 7.76.
Af ter the second vaccination ıvith H 52, a remarkahle increase both in
mean HJ titers and in number of birds with positiveACP test results
4tlı ıveek post-vaccination as measured log? 9.32 The minimum and
maximum numbers of AC P positive birds ıvere found to be 5.71 %. and
29.88 %, respective!y.

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

• Birds having a mean HJ titer of logz 6 or more befare challange,
seemed to be more resistant against infection but not cC'rrelation was
found between the resistance and the percentage of bİl.ds reacting in
ACP.

* Aynı başlıklı Doktora tezinden özetlenmiş olan bu çalışma kO. Araştırma fonu
tarafından desteklenmiştir (90 30 0008 No'lu proje) .
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•

When CfYmpared with AGP test, Hi test was found to be more
sensitive in detecting the immvnity produced following vaccination or
iI?{ection. Moreover, a weak correlation was found between the results
of the two tests.

Özet: Bu çalışmada infeksiyöz bronşitis'e karşı ıo. hafta H120,
23.hafta H52 suşu ile burun-göze damlatma yöntemiyle aştlanmış yumur-
tacı tavuklarda oluşan bağışıklık Hi ve AGP testleriyle saptanmıştır.
Ikinci aşılamadan 2 ay scnra aşılı gruptakiler HI titrelerine göre grup-
landınldıktan sonra denemedeki tüm hayvanlar IBV M41 suşu ile intrat-
racheal yolla eprüve edilerek hayvanların eprüvasyon öncesi Hi tıtreleri
ile klinik be,'irti arasındaki ilişki değerlendirilmiştir.

HI20 ile aşılamadan 4 hafta sonra ortalama HI titresi pik noktaya
çıkmış ve logz 7.76 olarak saptanmıştır. AGP pozitt( hayvan yüzdesi
3.75 ile 6.89 arasında değişmiştir. H52 ile yapılan ikinci aşılamadan
sonra hem HI titresinde hem de AGP pozitif hayvan yüzdesinde belirgin
bir artış gözlenmiş ve ortalama HI titresi 4. hafta pike çıkmış ve logz
9.32 olarak belirlenmiştir. AGP pozitif hayvan sayısı en düşük % 5.71
en yüksek % 29.88 olarak saptanmıştır.

Eprüvasyon öncesi aşılı grupta ortalama HI titresi logz 7.04 eprü-
vasyondan sonra ise logz 6.29 olarak beli,lenmiştir. Kontrol grubunda
epriivasyondan 10 gün sonra ortalama HI titıesi logz 9.45 AGP pozitif
hayvan sayısı ise % 70 (14 hayvan serumu) olarak saptanmiştır.

Eprüvasyon öncesi ortalama H i titresi log;. 6. O ve yukar,'sında olan
hayvanlar infeksiyona dirençli bulunmuş ancak AGP pozitti hayvan
yüzdesi ile infeksiyona direnç arasında herhangi bir ilişki gözlenmemiş-
tir.

HI testi aşılama ve infeksiyon sonrası oluşan immun yanıtın gösteril-
mesinde AGP testine göre daha duyarlı bulunmuş ve iki testin sonuçları
arasında zayıf bir ilişki gözlenmiştir.

Giriş

İnfeksiyöz bronşitis, tavuk yetiştiriciliğinde önemli ekonomik
kayıplara neden olan vİral bir infeksiyondur. Hastalık yumurtacı ta-
vuklarda yumurta veriminin düşmeliine, civcivlerde ise gelişemerneye
ve ölümlere neden olmaktadır (10,37,42), Hastalığın ilk defa 1931 yı-
lında ABD'de (43) tespitinden sonra, yapılan çalışmalarla tüm dünya-
da hüküm sürdüğü saptanmıştır (47). Yurdumuzda etken İzolasyon
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ve identifikasyonu yapılamamış olmasına karşın hastalığın varlığı
serolojik olarak ortaya konmuştur (16,41).

Hastalığın teşhisi, direkt olarak infekte dohiardan virus i20las-
yonu (12,24), indirekt olarak da enzyme linked immunosorbent as-
say (ELISA) (35,44), vir.ıs nötralizasyon (VN) (12,33), hemaglutinas-
yon inhibisyon (HI) (9,16,22,33,36) ve agar jel presipitasyon (AGP)
(11,28) gibi serolojik testlerle yapılmaktadır.

Herhangi bir işleme tabi tutulmamış IB virusunun tavuk eritro3it-
lerini aglutine etme özelliği yoktur (5,14). Virusa HA özelliği kazandır-
mak için tripsin ya da eter ile muamelesi denenmiştir (6). Bu işlemlerle
virus hemaglutinasyon aktivitesi kazanmasına karşın, bu aglutinas)oo-
nun hem spesifik hem de non-spesifik serumlarla inhibe edilmesinden
dolayı uzun yıllar HT testi konvensiyonal bir test olarak kullanılama-
mıştır. 1975 yılında Bingham ve ark,(5) virusun konsantrasyonu ve
Clostridium perfringens'den elde edilen fosfolipaz C enzimi ile mua-
melesinden sonra tavuk ve kobay eritrositlerini aglutipe ettiğini ve bu
HA aktivitesinin sadece spesifik antiserumlarla giderilebileceğini gös-
termişlerdir. Alexander ve ark. (2) ve Alexander ve Chettle (1) HA
ve HI test prosedürlerini geliştirerek HT testinin kısa sürede sonuç
verdiğini, duyarlı ve kolay bir test olduğunu, elde edilen sonuçların
diğer serolojik testlerle (VN,CF,AGP) karşılaştırılabileceğini bildir-
mişlerdir. Daha sonra H i testi birçok laboratuvarda hastalığın teşhisi
yada aşılama sonrası oluşan immun yanıtın gösterilmesi için yaygın
olarak kullanılmaya başlanmıştır (8,18,25,37).

Hi testi IBV suşları arasındaki antijenik ilişkiyi saptamak (9,13),
aşılı (8, l 8,23,35,38) ve infekte (16,33,36) hayvanlarda oluşan immun
yanıtı göstermek için kullanılmıştır. Test % 1 (1,2,22), % 0.5 (26,38)
ve % O.6'lık (20) yıkanmış tavuk eritrositi kullanılarak U (1,38) veya
V (16) şeklindeki mikroplatelerde yapılmaktadır.

HI antikorları infeksiyondan 1 hafta sonra saptanabilmekte (22)
ve 4. haftada (3,37) pike çıkmaktadır. Alexander ve ark,(3) IB viru-
sunun H52, H l20 ve T suşuy la deneyselolarak infekte ettikleri 3 haf-
talık SPF civcivlerde HI titresinin infehiyondan sonra 28. günde pike
çıktığını ve 227 gün boyunca diagnostik düzeyde kaldığını, Müneer
ve ark, (37) 77 haftalık yumurtacı tavukların IBV ile intraoküler yolla
infeksiyonunu takiben yumurtaların ağırlığının azaldığını, iç ve dış
kalitesinin düştüğünü ve bu hayvanlarda serum HI titresinin infeksi-
yondan 4 hafta sonra maksimum seviyeye yükseldiğini saptamışlar-
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dır. Demirözü ve ark, (16) H i testiyle inceledikleri şüpheli serumların
32.98'iııi M4l, % 45.92'sini D274 serotipine karşı pozitif bulmuşlar-
dır. HI testi çeşitli araştırıcılar tarafından (9,13) IB virusunun suşları
arasındaki antijenik ilişkiyi göstermek için kullanılmış ve test edilen
suşlar arasında yoğun kros reaksiyonlar gözlenmiştir. Cook ve ark.
(13) kros reaksiyonlardan dolayı HI testinin tiplendirmede kullanıla-
mayacağını ileri sürmüşlerdir.

Agar jel presipitasyon (AGP) testi virusa karşı oluşan antikorları
saptamak (ll) ya da antijenin direkt identifikasyonu için yaygın ola-
rak kullanılmaktadır (17,21). Test Woernle (46) tarafından standar-
dize edilmiştir. GeIb ve ark. (2L) broilerlerde IB infehiyonuna neden
olan 5 izolatı AGP testi ile identifiye etmişlerdir. Maiti ve ark. (32)
bu testle yumurta verimi düşüklüğü görülen tavuklardan sağlanan
464 serum örneğinden 21'inde (% 4.5) IB'e karşı antikor tespit et-
tiklerini açıklamışlardır.

Gough ve Alexander (22) ticari bir aşı ile aşılama sonrası oluşan
primer immun yanıtı göstermek için HI, AGP, CF ve VN testlerini
kullanmışlardır. HI testiyle antikorların aşılamadan i hafta sonra tespit
edilmeye başlandığını ve 14 haftalık bir periyod içinde diagnostik dü-
zeyde kaldığını, presipitinlerin ise i. haftada tespit edilmesine karşın
bu antikorların geçici ve değişken olduğunu ve AGP ile HI testi ara-
sında zayıf bir korelasyon bulunduğunu açıklamışlardır. Mcdonald
ve ark. (31) sahada 3.hafta H120,8. hafta HL ve 17 haftada H52 su-
şuyla aşılanmış (içme suyu) broiler damızlıklardaki HI ve AGP ya-
nıtını incelemişlerdir. Araştırıcılar HI titrelerini (lOg2) aşılama öncesi
1.2, aşılamadan sonra 5. haftada 4.6, iO. haftada 5.3, 17. haftada
6.5, 25. haftada 10,2 ve 30. haftada 8.2 olduğunu, AGP pozitif hay-
van yüzdesinin ise 2. haftada negatif, 5-6. haftalarda % 50'nin altın-
da, 25. haftada % 84 ve 30. haftada % 33 olduğunu bildirmişlerdir.

Hastalıktan korunmak için genelde broiler ve yumurtacılar için
iki farklı aşılama programı bulunmaktadır (24). Broilerler 1. haftada
canlı attenüe aşıyla (24), yumurtacılar ise 1. haftadaki canlı attenüe
aşıyla aşılamayı takiben yumurtalama periyodunun (15-1 6.hafta)
başlangıcında inaktive aşıyla aşılanmaktadır (8,34,38).

Aşılı hayvanların patojen IB virusuna karşı dirençleri konusunda
diğer ülkelerde çeşitli kriterler (yumurta verimi, virus izolasyonu, kli-
nik belirti vb.) esas alınarak yapılan çalışmalar mevcuttur (8,15,22,23,
33). Mcpherson ve Feest (33) yaptıkları saha taramasında HI 20 ve
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H52 ile aşılanmış broiler ve broiler damızlıklarda hastalığın klinik
belirtileri ile HI titresi arasındaki ilişkiyi incelemişlerdir. Broilerlerde
logı 4-5, yumurtacılarda ise logı 5-6 arası HI titresinin infeksiyona
karşı koruyucu olduğunu bildirmişlerdir. Darbyshiere ve Peters (15)
IB'e karşı maternal antikor taşıyan civcivleri H i20 ile aşıladıktan (int-
ranasal yolla) sonra değişik zaman aralıklarında eprüve etmişler ve
hayvanlardaki korunmayı saptamak için tracheal siliar aktivitenin
ölçümünü esas almışlar, immun yanıtı göstermek için de HI ve VN
testlerini kullanmışlardır. Araştırıcılar eprüvasyondan sonra histo-
patolojik bulgular ilesiliar aktivite arasında mutlak birilişki bulduk
larını, buna karşın HI titreleri ve korunma arasındaki ilişkiyi incele-
diklerinde sadece HI titresi 108ı 6 ve yukarı olan hayvanların korun-
duğunu açıklamışlardır. Gough ve Alexander (22) ticari bir aşı ile
aşılanmış 3 haftalık civcivleri 22. haftada IBV M41 suşuyla aerosol
yolla eprüve etmişlerdir. Araştırıcılar immun yanıtı göstermek için
AGP ve Hı testlerini kullanmışlar ve eprüvasyondan sonra hayvanlar-
daki korunmanın derecesini belirlemek için eprüvasyondan 4 gün
sonra hayvanların öldürülerek iç organlarından (böbrek, ovidukt,
trachea) virus izolasyonunu kriter olarak almışlardır. Eprüvasyon
öncesı ortalama HI titreleri logı 5 ve altında olan hayvanlardan virus
izole edildiğini, titresi logı 6 ve yukarısında olan hayvanlardan virus
izole edilemediğini, AGP test sonuçları ile korunma arasında herhangi
bir korelasyon bulunmadığını bildirmişlerdir. Box ve ark. (8) infeksi-
yöz bronşitis'e karşı aşılı tavukların virülent IB virusu ile eprüve edil-
diklerinde yumurta verimlerinin H i titreleri ile ilişkili olduğunu, HI
titresi logı 8 ve yukarısında olan hayvanların yumurta veriminde hiç
bir değişiklik olmadığını saptamışlardır.

Yurdumuzda hastalığın varlığı bildirilmesine ve aşılama program-
ları uygulanmasına karşın konu ile ilgili herhangi bir araştırma yapıl-
mamıştır.

Bu çalışmada, infeksiyöz bronşitis'e karşı aşılanmış tavuklarda
oluşan bağışıklığın HI ve AGP testleri ile saptanjası, HI titrelerine
göre gruplandırılan hayvanların patojen IB virusu ile eprüvasyonun-
dan sonra bu infeksiyona karşı aşılama sonrası oluşan koruyucu HI
titresinin ülkemiz koşullarında belirlenmesi amaçlanmıştır.

Materya i ve Metot

Virus: Hemaglutinasyon (HA), hemaglutinasyon inhibisyon (HI)
antijenlerinin hazırlanması ve eprüvasyon çalışmalarında kullanılan
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IBV M41 SUŞU Manisa Tavuk Hastalıkları Araştırma ve Aşı Üretim
Enstitüsü'nden, agar jel presipitasyon (AGP) antijeninin hazırlanma-
sında kullanılan mv Beaudeue SUŞU ise Bakteriyoloji Bilim Dalı kül-
tür kolleksiyonundan temin edilmiştir.

Embriyolu Tavuk yumurtaları: Virusun üretilmesi ve HA, HI
ve AGP testlerinde kullanılan antijenin hazırlanmasında gerekli olan
embriyolu SPF tavuk yumurtaları Manisa Tavuk Hastalıkları Araş-
tırma ve Aşı Üretim Enstitüsü'nden sağlanmıştır.

Deneme Hayvanlart: Çalışmada özel bir yetiştirmeden sağlanan
1 günlük 125 adet Hisex Brown ır~ i yumurtacı civciv kullanılmıştır.
Hayvanların 25 tanesi kontrol, 100 tanesi de deneme grubunu oluştur-
muştur.

Aştlar: Çalışmada, Intervet firmasına ait IR HI20 (Intervet, lB
vaccine nobilis) ve Manisa Tavuk Hastalıkları Araştırma ve Aşı Üre-
tim Enstitüsü tarafından üretilen canlı, liyofilize H52 aşıları kuIla-
nılımştır.

Mikroplate'ler: HA ve HI testlerinde Greiner firmasına ait altı
yuvarlak 96 gözlü mikroplate'lerdcn yararlanılmıştır.

Tampon Sivtlar' HA ve HI testlerinde sulandırma sıvısı olarak
PBS (pH 7.2) ve fosfalipaz C enziminin sulandmıması amacıyla da
0.01 M Tris-HCI bufferdcn (pH 6.5) yararlanılmıştır.

Plıosplıolipase C Enzimi: HA antijeninin hazırlanmasında Clostri-
dium perfringens'den elde edilen fosfolipaz C enzimi (Sigma Chemi-
cal CO.125 Ünite, Tip i) konsantre edilen virusa, Tris-HCl bufferde
sulandır'lıp 10 LU / ml oranında katılarak kullanılmıştır.

yıkanmış Tavuk Eritrosili: Kan Alsever solüsyonuna i /3 ora-
nında alınıp 3 kez PBS solüsyonu ilc yıkaıımış (1000 g'de ıo dak.)
ve sediment PBS ile % 2 oranında sulandırılarak GA ve HI testlerinde
kullanılmıştır.

Hiperinunun Serum Hazırlanması: Bilim dalı deneme hayvanları
ünitesinde konvensiyonel olarak barındırılan 6 adet 6 aylık horoza,
IB H52 aşısı 10 ml PBS ile sulandmııp 0.1 ml intratracheal yolla birer
hafta aralıklarla 4 kez inoküle edilmiş son inokülasyondan 10 gün
sonra hayvanların kanları alınarak senımları çalışmada hiperimmun
serum olarak kullanılmıştır (26).

Aşrlama: Özel bir yetiştirmeden i günlükken temin edilen dene-
me hayvanları 3 haftalık olduklarında kanları iB virusuna karşı anti-
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kor yönünden kontrol edilmiştir. Deneme grubunda bulunan 100 adet
piliç 10 haftalıkken canlı, liyofilize IB H i20 (Intervet, IB vaccine
nobilis) aşısı, 23 haftalıkken canlı, liyofilize IB H52 (Manisa Tavuk
Hastalıkları Araştırma ve Aşı Üretim Enstitüsü-Manisa) aşısıyla burun
göze damlatma yöntemiyle aşılanmıştır.

Virusım Üretilmesi: IB virusunun M 41 suşu PUS içinde 10-2

sulandırılıp SPF 10 günlük embiryolu tavuk yumurtalarıııın korioal-
lantoik boşluğuna inokülasycnu takiben 37. C'de 48 saat inkübe
edilmiştir (24 saat içinde meydana gelen ölümler değerlendirmeye
alınmadı). Bu süre sonunda yumurtaları korioallantoik sıvıları asep-
tik koşullarda toplanıp (27) -20üC'de dondurularak saklanmış ve
çalışmada stok virus olarak kullanılmıştır.

Embriyo İn/ekt!f Doz 50 (EIDso)'nin Hesaplanması: EIDso'nin
hesaplanması Reed ve Muench'in (40) mtoduna göre yapılmıştır.

Eprüvasyon: H52 ile yapılan son aşılamadan 2 ay sonra aşılı
grupta olanlar HI titrelerine göre gruplandırıldıktan sonra tüm hay-
vanlar mv M41 suşu (3 . 16XI()4 EIDso / O. i ml) ile intratracheal yol-
la infekte edilerek klinik gözlem altında tutulmuşlardır.

Agar jel Presipitasyon (AGP) Test AntZieni: AGP testinde, IB
canlı liyofilize aşısı (H52, H 120) 5 ml steril distile su ile sulandırılıp
antijen olarak kullanılmıştır. Hazırlanan bu antijen kullanılmadan
önce negatif serum, pozitif serum, FTS, distile Sll ve PBS ile nonspe-
sim bir reaksiyon yönünden kontrol edilmiştir.

Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyofl İnhibisyon (HI)
Test Antiieni: HA ve HI testlerinde kullanılan antijen Perrotta ve ark.'
nın (29) yöntemine göre hazırlanmıştır.

Hemaglutinasyon (HA) Testi: HA testi mikroplate'lerde yapıl-
mıştır. Antijen PBS içinde 2 katlı (O 025 ml antijen - 0.025 ml PBS)
sulandırılıp üzerine 0.025 ml PBS ve 0.025 ml %2'lik tavuk eritrosit-
lerinden konularak 4. C'de 30-45 dakika bekletildikten sonra sonuçlar
değerlendirilmiştir. Dantela tarzında çöküntünün oluştuğu gözde
reaksiyon pozitif olarak değerlendirilmiş ve pozitif reaksiyon görülen
en son sulandırma 1 HA ünite.;i olarak kubal edilmiştir (4).

Hemaglutinasyon İnhibisyoıı (HI) Testi: Test mikroplate'lerde
yapılmıştır. Plate'nin tüm gözlerine 0.025 ml PBS konulduktan sonra
yukarıdan aşağıya i.gözlere test edilecek serum örneklerinden 0.025
ını konulup soldan sağa 2 katlı (1 !2'den 1/ i024'e kadar) sulandırıl-
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mıştır. Daha sonra tüm gözlere 4HA ünitesinde sabit tutulan IBY
HA antijeninden 0.025 ml konulup 4. C'de 15 dakika bekletilmiş ve
bunu takiben tüm gözlere 0.025 ml % 2'lik tavuk eritrositlerinden
ilave edilerek 4. C'de 30-45 dakika bekletilip sonuçlar değerlendiril-
miştir. Her plate'de negatif serum, pozitif serum ve kan kontrolu da
yapılmıştır. Düğme tarzındaki çöküntünün görüldüğü gözlerde reak-
siyon pozitif, pOLitifliğin görüldüğü en son sulandırma ise HI titresi
olarak kabul edilmiş ve sonw,lar 4 HA ünite~jne göre hesaplanmıştır
(4).

Agar Jel Presipitasyo/l (AGP) Testi: Bu test Lohr'un (28) bil-
dirdiği yönteme göre 9 cm çapındaki plastik petri kutulannda yapıl-
mıştır.

Bulgular

Hiperimmun Serum: Horozlarda haLırlanan ve AGP, Hi testı e-
rinde kontrol amacıyla kuııanılan hiperimmun serum un titresi HI
testi ilc log2- i i (1 / 2048) olarak saptanmıştır.

Embriyo infektif Doz (EIDso)'nin Saptanması: Embriyolu ta-
vuk yumurtalarının koriaııantoik sıvisında üretilen IB virusunun
EIDso'si Reed ve Muench'in (40) metoduna göre 3.16XI04jO.I ml
olarak hesaplanmıştır.

Hemaglutinasyoıı (HA) Antijeni: HA antijeninin titresi i /512
olarak belirlenmiştir. Ancak her HI testinde titre tayini yapılarak kul-
lanılmıştır.

Hemaglutina.~yoıı Inhibisyon (HI) Test Sonuçları: Deneme hay'-
vanlarından aşılama öncesi (3.hafta) ve aşılamadan sonra belirli ara-
lıklarla kan alınarak serumlan Hi ve AGP testleriyle incelenmiştir.
Aşılamadan önce 3.haftada tüm hayvanlardan alınan kan örnekleri-
nin ortalama HI titresi log2 4.91 olarak belirlenmiştir (Tablo I).

Hayvanların aşılama öncesi ortalama HI titreleri tespit edildik-
ten sonra ilk aşılama 10. haftada HI20, ikinci aşılama ise 23.haftad"
H52 aşıları ile gerçekleştirilmiştir.

Aşıli Grup: Birinci aşılamayı takiben ı5 gün sonra test edilen 85
serumun Hi titre dağıltm! log2 3-9 arasında değiştiği, ol talama titre-
nin log2 6.44 olduğu, antikor düzeyinin pik noktaya 4.haftada çıktığı
ve pik antikor titresinin log2 7.76 olduğu belirlenmiştir (Tablo I).



Tablo i. Aşılı ve kontrol grubunda bulunan hayvanların HI ve AGP test sonuçları.ı 26 i 27 1

28
1 29 1

3o i 31 rı i 331342
i4 i i6 i ı8 i 20 i 22 1

23 i 24(H ft ) i 3yaş a a ----I-----------I-~----._---------Ortalama
Titreler HI20 H52 Epi.

HI (log,) titresi 1~~1_.___1-=~1~1~1-=1~1~1-1~1-~~1--~1~1-1-7~1-1~1-1--1~.:9
İncelenen serum sayısı 125 85 84 58 67 81 60 81 47 50 37 35 87 h

::l•...
AGP % Pozitiflik oranı O /6.75 6.41 4.76 5.17 3_756.89 18.9818.51 5.71 12.:> 29.88 8.69O ---- ---- ---- - -- ----_._-- ----- -- -- --

<ii Pozİt if serum O ___ 4_ 5 2 3 3 4 15 4 2 4 2tı 6
-< ---- ----- -----~._-

jncelcnen serum 100 164 78 42 58 80 58 - ----:t91~ ---3"5 32 87 69
HI (log,) titresi 1----1--1---1-1--1-1-1-1-1---1-1--1-1-1-1--1 3~:ol_ı_I!~:5

::l İncelenen serum sayısı
.D
::l•...
O

AGP % pozitiflik oranı O
'2 O --1-- ---1- -1--- 70

-_._----_. ------ _. --- ----- -- --
c Pozitif serum O O 14o~ ---1-- ------- ----- --1----1-- -----

İncelenen serum 2; 20 20
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23. haftadaki 2.aşllamayı takiben antikor titresi yükselerek pik nOK-
taya 4.haftada çıkmış, ortalama logı 9.32 olarak belirlenmiştir (Tab-
lo I). Bundan sonraki haftalarda ortalama HI titresi düşmeye başla-
mış ve eprüvasyondan önceki haftada lcgz 7.04 olarak saptanmış-
tır (Tablo I, Grafik 1).

10

~--

Grafik ı. Birinci ve ikinci aşılamadan sonra ortalama HI titresi.

Kontrol Grubu: Bu grupta 3L.haftada alınan kanserumlarında~ i
ortalama HI titresi log ı 3.60 olarak saptanmıştır (Tablo I).

Agar Jel Presipitasyon (AGP) Test Sonuçlan

Aş/lt Grup: Denemeye alınan 125 adet hayvanın 3. haftada kan-
ları alınarak serumları ayrılmış ve bu serumlar AGP testi ile incelen-
miş ve tiim hayvanların serumları negatif bulunmuştur (Tablo I).
Birinci, ikinci aşılama)'ı takiben ve eprüvasyondan sonraki AGP test
sonuçları Tablo i ve Grafik 2'de gösterilmiştir. Tablo 1'de görüldüğü
gibi AGP pmitif hayvan yüzdesi ı. aşılamadan sonra düşük 2. aşıla-
madan sonra ise yükselmiş fakat dalgalanma göstermiştir.

Kontrol Grubu: Bu grupta 31. haftada hayvanlardan alınan 20
adet kan serumunun tümü AGP testi ile negatif sonuç vermiştir (Tab-
lo 1).
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Grafik 2. Birinci ve ikinci aşılamadan sonra pozitif AGP yüzdesi.

Eprüvasyon Sonuçlart: Denemeye alınan LOÜadet aşılı ve 25 ac.et
aşılanmamış kontrol grubuna dahil tavuklar son aşılamadan 8 hafta
sonra (3 i.hafta) sonra serumları HI testİ) le incelenerek bu titre1ere
göre gruplandırılmıştır (Tablo 2 ve Tablo 3).

Tablo 2. Eprüvasyondan önce aşılı gruptaki hayvanların HI titrelerinin dagılımı.

Serum 2 log HI Titreleri Ortalama-~~~I~I~I~I~l~I-=-I~I~I-l1titre
87 - - 2 7 15 31 26 5 i - 7.04

Kontrol grubunu oluşturan aşılanmamış 20 adet tavuğa ait se-
rumIarın eprüvasyondan ı hafta önceki (31.hafta) HI titre dağılımı
saptanmıştır (Tablo 3).

Tablo 3. Eprüvasyondan önce aşısız kontrol grubundaki hayvanlann
HI titrelerinin dagılımı.

Serum Ortalama
sayısı 2 log HI Titreleri titre-~ı~ı~ı-==-ı~-ı~ı-=--ı~~ı~ı-ıı20 - 9 LO ı - - - - - - 3.60
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Otuzikinci haftada EIDso titresi 3.1 6XL04/ O. 1 ml ola1L mY
M4l suşu kontrol grubu dahil tüm hayvaı1lara intratracheal yolla 0.1
mi miktarında verilerek infekte edilmiş ve hayvanlar LOgün süreyle
gözlem altında tutulmuşlardır. Kontrol grubundaki tüm hayvanlar
3.günden itibaren hırıltılı solunum, öksürük ve aksırık ile karakteriLe
solunum belirtileri göstermeye başlamıştır. Bu semptomlar gözlem
periyodunun sonuna doğru azalmış ve 1O.günde saaece 3-4 hayvanda
klinik semptomlar gözknebilmiştir.

Eprüvasyon öncesi aşılı grupta bulunan ha)'vanlar patojen suş
ile infekte edildiklerinde, 87 hayvandan 2 log Hi 4'e sahip 2, 2 log
HI 5'e sahip 7 hayvanın 3. günden itibaren orta şiddette hırıItl1ı solu-
num, öksürük, aksırık ile karakterize solunum semptomları göster-
meleri infeksiyon yönünden pozitif kabul edilmiştir. (Tablo 4).

Tablo 4. Değişik HI titrelerine göre gruplandırılan hayvanların eprüvasyon
sonu İnfeksiyon yönünden pozitiflik dağılımı.

Hayv.
sayısı

_ !eg

.. I~I~I-==-I~I~--j-=--ı--:.~-ı~~ı-ıı.9- - 2 7 - - - - - -

Ort.alama i
'''" i

Onuncu ve yirmiüçüncü haftalarda IB'e karşı aşılanan ve aşısız
kontrol hayvanlar 32.haftada patojen iB virusu ile eprüve edilmişler
ve eprüvas)ondan LO gün wnra bu hayvanların serumları alınarak
HI titreleri belirlenıniştir (Tablo 5 ve Tbalo 6).

Tablo 5. Evrüvasyondan LO gün sonra aşılı gruptaki hayvanlara
ait serumların HI titreıcrine göre dağılımı .

•Serum Ortalama
sayısı 2 log HI Titreleri ----,-~_,..,- _ titre

-72~I~F~-ı-=:-ı-~ı+ı~ı-=:-ı~~ı~~--6~
Tablo 6. Eprüvasyondan LO gün sonra kontrol grubundaki hayvanlara

ait serumlarm HI titrelerine göre dağılımı.
Serum Ortalama

saY=-!eg"ı~I~_'1-51_~~g Hı~7TitırC~~i1~~_ı~I~_~__I_t_it_re__ 1

20 - - - - ı - 2 5 10 2 9.45

Aşılı grupta bulunan ve eprüvasyona alınan 87 hayvandan 79'una
ait serum örnekleri 32.haftada yapılan eprüvasyondan LOgün sonra
AGP testi} le incelenmişler ve bu test sonucu 69 serumdan 6'sl (% 8.69)
bu testle pozitif sonuç vermiştir (Tablo i, Garafik 2).
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Kontrol grubunda buıunan ve eprüvasyona alınan20 hayvana
ait serum örnekleri 32. haftada yapılan eprüvasyondan iOgün sonra
AGP testiyle incelenmişler ve bu test sonucu 20 serumdan 14'ü (% 70)
testte pozitif sonuç vermiştir (Tablo I).

Tat tışma w Sonuç

Bu çalışmada 10. haftada H 120 ve 23.haftada H52 ile aşılanmış
tavuklarda olusan bağışıklık HI ve AGP testleriyle saptanmış, aşılı
gruptaki hayvanlarHY titrelerine göre gruplandırıldıktan sonra kont-
rol grubundakilerle birlikte ikinci aşılamadan 2 ay sonra IBY M41
suşuyla intratracheal ycııa infekte edilmiş ve bu hayvanlara ait serum-
ların HI titreleri ile oluşturulan infeksiyon arasındaki ilişki incelen-
miştir.

Witter (45), 4-5 haftalık 500 adet beyaLi leghornu deneyselolarak
IB virusunun bir saha suşuyla (M41 suşu) intratracheal yolla infekte
etmiş ve bu hayvanlarda oluşan immun yanıtı göstermek için AGP
ve YN testlerini kullanmıştır. Araştırıcı, presipitinlerin 8. günde sap-
tanıp 94. güne kadar kalıcı bulunduğunu, inokülasyon sonrası 10-17.
günler arasında hayvanların %80'den fazlasının pozitif yanıt verdiğini,
fakat presipitinlerin bazı hayvanlarda geçici ve değişken olduğunu
bildirmiştir. Gazeizinski ve ark. (19), presipitinlerin tanımlanabildiği
zaman saptamak ve hayvanlardak i klinik belirtileri gÖLlemek amacıy-
la ii haftalık 20 adet pilici JBY H52 suşuyla intratracheal olarak in-
fekte etmişler. hayvanların % 80'inde presipitinleri 8. günde, j:': 100'
ünde ise 10-15. günlerde belirlemişlerdir. Araştırıcılar inokülasyondan
48 saat sonra hayvanların % 90'nllcın öksürük, aksırık ve tracheal
se~ler ile karakterize klinik semptomlar gösterdiğini ve semptomların
16. güne kadar devam ettiğini, Macdonald ve ark. (29) ii haftalık
ve infeksiyöz bronşiti~'e karşı antikor taşımayan Lo adet Brown leg-
horn ırkı pilici JBY H52 suşuyla intratracheal olarak infekte ettikle-
rinde 48 saat sonra tüm hayvanların değişik derecelerde olmak üzere
öksürük, aksırık ve tracheal sesler gibi klinik semptomlar gösterdiğini
ve bu. semptomların 8.güne kadar gözlenebildiğini, presipitinlerin de
13.günde tüm hayvanlarda tespit edilebilirliğini bildirmişlerdir. Mac-
donald ve ark. (30) i5 haftalık LO adet pilici JBY H52 suşuyla intra-
venöz yolla infekte etm;şler ve presipitinleri inokülasyondan LO gün
sonra tüm hayvanlarda belirlediklerini açıklamışlardır. Aynı araştırı-
cılar, infeksiyondan Lo gün sonra HI titrelerinin log2 10-12 arasında
olduğunu, Box ve ark. (7) ise 31 haftalık Lo adet SPF yumurtacının
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IBY virusunun virülent Massachusetts suşuyla aerosol yoııa infeksi-
yonundan sonra ortalama HI titrelerinin 37. haftada logz 10. i ola-
rak saptamışlardır.

Bu çalışmada. ]control grubunda bulunan 20 adet hayvan 32 haf-
talık olduğunda J BY M41 suşuyla intratracheal olarak eprüve edil-
dikten sonra 10 gün klinik gözlem altında tutulmuştur. İnfebiyondan
10 gün sonra alınan kan örnekleri AGP testiyle incelendiğinde AGP
pozitif hayvan sayısı 14 (%70) olarak tespit edilmiş, deneme infeksiyo-
nunu takiben 3.günde başlayan ve gözlem periyodu olan lO.güne ka-
dar devam eden hastalığa özgü klinik belirtiler gözlenmiştir. Ayrıca
yine infeksiyondan 10 gün sonra alınan kan örnekleri HI testi ile in-
celendiğinde, ortalama H i titresinin logz 9.25 olduğu saptanmıştır.
Elde edilen bulgular yukarıdaki araştırıcıların sonuçları ile paraleııik
göstermektedir.

Çeşitli araştırıcılar (19,29,31,45) değişik yoııarla aşılanmış hay-
vanlarda oluşan presipitinlerin virülent iS virusundan ileri gelen infek-
siyon sonrası oluşan presipitinlerle benzer olduğunu bildirmişlerdir.

Çalışmada kontrol grubunda bulunan hayvanların iDtratracheal
eprüvasyoıılarından sonra AGP pozitif hayvan sayısının %70 olma-
sına karşın deneme grubundaki hayvanların AGP testinde I.aşılama-
dan sonra % 6. 89'u, 2.aşllaımıdan sonra ise ~~ 29. 88'i pozitif olarak
belirlenmiştir. Aşılı gruptaki değerlerin çok düşük olması, aşılamada
burun-göz damlatma yönteminin kullanılmasına bağlı olabilir.

Monreal ve ark. (35) sahada 3. hafta H 120, ıe. ve i8. haftalarda
H52 ile i0ıne suyuyla aşılanmış prciler damı!ıklarda aşılama sonrası
oluşan bağışıklığı ELISA, HI ve AGP testleriyle ölçmüşlerdir. Araş-
tırıcılar Hl20 ile yapılan Laşılamadan sonra HI ve AGP testleriyle
bağışıklığın ölçüleınediğini, buna karşın H52 ile yapılan 2.aşllamayı
takiben HI ve AGP testleriyle antikorların saptandığını bildirmişler-
dir. Macdonald ve ark. (30) sahada 3.hafta H 120, S.hafta HL ve 17.
hafta H52 ile aşılanmış broiler daınızlıklardaki HI ve AGP yanıtını
inceleınişler ve H i testiyle immun yanıtın tam olarak suptanabilmesine
karşın AGP testiyle saptanan antikodarın geçici. deği::;ken olduğunu
ve iki test arasında zayıf bir ilişki hulunduğunu açıklamışlardır.

Bu çalışınada, aşılı grupta gerek birinci ve gerekse ikinci aşılama-
dan sonra meydana gelen bağışıklık HI testiyle başarılı bir şekilde
gösterilebilmesine karşın, AGP testi ile saptanan pozitif hayvan sayı-
sının çok düşük olduğu ve iki test arasında zayıf bir ilişki bulunduğu
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gözlenmiştir. Alınan bu sonuçlar, araştırıcıların bulgularına uygun-
luk göstermekte, ayrıca aşılamalar sonrası HI ve AGP testleri kulla-
nıldığında oluşan antikorların kısa sürede saptanmasında HI testinin
daha duyarlı ve stabilolduğunu göstermektedir.

IB hastalığının korunmasında kuııanı!an aşıların ne derece bağı-
şık lık verdiğinin belirlenmesi amacıyla çeşitli araştırıcılar tarafından
aşılama sonra~ı yapılan eprüvasyonları takiben klinik semptomlar,
histopatolojik bulgular ve hayvanlardan virus izolasyonu kriter olarak
alınmıştır (\5,22,23,33).

Macphenson ve Feest (33), yaptıkları saha taramasında canlı
attenüe aşıyla aşılanmış broiler ve broiler damızlıklarda, hastalığın
klinik belirtileri ile HI titresi arasındaki ilişkiyi incelemişlerdir. Araş-
tırıcılar, broilerlerde log2 4-5, yumurtacılarda ise log2 5-6 arası HI
titresinin infeksiyona karşı koruyucu olduğunu bildirmişlerdir. Gough
ve Alexander (22) ve Gough ve Alexander (23) canlı attenüe ]B aşı-
sıyla aşılanmış hayvanlarda patojen IB virusuyla eprüvasyonu takiben
HI titresi log2 6 ve yukarısında olan hayvanların infeksiyona direnç
göstermelerine karşın bu titrenin altında olan hayvanların direnç
göstermediğini bildirmişlerdir. Benzer bulgu Darbyshiere ve Peters
(i 5) tarafından da saptanmıştır.

Bu çalışmada, H52 ile yapılan 2.aşllamadan 2 ay sonra (32. hafta)
hayvanlar HI titrelerine göre gruplandırılıp patojen LB virusuyla (M41
suşu) İntratracheal olarak eprüve edilmişlerdir. Çalışmada infeksiyona
karşı korunma, klinik belirtiler esas alınarak değerlendirilmiştir. Ep-
rüvasyon öncesi log2 4'de bulunan 2 hayvanın 2'si, log2 5'de bulunan
7 hayvanın Tsi eprüvasyondan sonra klinik belirti gösterirken log2
6 ve yukarısında bulunan hayvanların hiçbiri klinik belirti gösterme-
miştir. Aynı şekilde 32. haftada intratracheal yolla eprüve edilen
kontrol grubundaki ortalama H i titresi log2 3.60 olan 20 hayvanın
% ıoO'ündc infeksiyöz bronşitis'e ilgili klinik belirtiler gözlenmiştir.
Alınan bu sonuçlara göre log2 6 ve üzerindeki titrede bulunan hay-
vanlarda hiçbir klinik belirti görülmemesi bu konuda yapılan araş-
tırmalarla paralelIik sağlamakta ve bu titrenin IB infeksiyonuna karşı
koruyucu HI titresi eşiği olduğunu göstermektedir.

Bu çalışmanın sonucunda hayvanların bağışıklık durumlarının
belirlenmesinde kullanılan AGP testinde en iyi sonuç canlı liyofilize
JB aşısı antijen olarak kulIanıldığında alınmıştır. AGP testi ilc HI
testi karşılaştırıldığında; HI test sonuçlarının immun yanıtın tam ve
kısa sürede saptanabilmesinde daha duyarlı ve stabilolduğu anlaşıl-
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mış ve iki test arasında bir korelasyon bulunmadığı ortaya çıkmış-
tır. Ayrıca HI titresine göre gruplandırılan hayvanların; epvürasyon
sonrası logı 6 ve üzerinde olan hayvanların hastalığa ilgili klinik
belirtiler göstermemesi HI logı 6. O titresinin korunma için yeterli oL-
duğunu göstermiştir.
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