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Hindi ve tavuklarda avian pneumovirus infeksiyonlarinin
indirek floresan antikor testi ve reverse transkriptaz-polimeraz
zincir reaksiyonu ile teshisi *
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Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1, Kayseri.

Ozet: Bu caligmada Tiirkiye’de solunum problemi bulunan tavuk ve hindi siirlilerinde Avian pneumovirus (APV)
infeksiyonun varliginin belirlenmesi ve sonuglarin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi amaglandi. Calismada 50 tavuk ve 20
hindi siiriistinden toplanan nazal turbinat, nazal svab, akciger ve trakea ornekleri indirek floresan antikor testi (IFAT) ve reverse
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknikleri ile incelendi. RT-PCR ile yapilan ¢alismalarda, incelenen tavuk siiriile-
rinin %46’sinda ve hindi kiimeslerinin %50’sinde APV genomu belirlendi. IFAT ile tavuk kiimeslerinin %38’inde ve hindi kiimesle-
rinin %35’inde APV antijenlerinin varlig1 saptandi. RT-PCR ile incelenen teshis materyalleri i¢inde tavuklarda en yiiksek pozitiflik
%50 ile nazal turbinatta ve %44.1 ile nazal svabta, hindilerde ise %57.1 ile nazal svabta ve %33.3 ile nazal turbinatta belirlendi.
IFAT ile en yiiksek pozitiflik ayn1 materyallerde fakat daha diisiik oranlarda tespit edildi. Her iki teknikte de, nazal svab ve nazal
turbinatlardan aliman materyallerin akciger ve trakea Orneklerine gore daha uygun oldugu saptandi. APV tanisinda RT-PCR’in
IFAT’a gore daha duyarli oldugu, kullanilan organin ve infeksiyon déneminin sonuglara etki edebilecegi kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Avian pneumovirus, hindi, [FAT, RT-PCR, tavuk.

Detection of avian pneumovirus infection in chickens and turkeys by indirect fluorescent antibody
test and reverse transcriptase-polymerase chain reaction

Summary: The aim of this study was to detect the avian pneumovirus (APV) infection in chicken and turkey flocks with
respiratory problems in Turkey. Nasal turbinate, nasal swab, lung and trachea samples collected from 50 chicken and 20 turkey
flocks were examined by indirect fluorescent antibody test (IFAT) and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
techniques in the study. APV genome was detected in 46% of chicken flocks and and 50% of turkey flocks by RT-PCR. In IFAT,
APV antigens was determined in 38% of chicken flocks and 35% of turkey flocks. On the basis of diagnostic materials used in RT-
PCR were considered, the highest positivities were detected in nasal turbinates (50%) and nasal swabs (44.1%) of chickens; and in
nazal swabs (57.1%) and nasal turbinates (33.3%) of turkeys. IFAT detected the highest positivity for APV infection in same
materials with relatively lower percentages. In both techniques, nasal turbinates and nasal swabs were considered to be superior to
the lung and tracheal samples for diagnosis of APV. In conclusion, it was suggested that RT-PCR was more sensitive than IFAT for
the detection of APV, but test results might be affected by the test material and the time of infection.

Key words: Avian pneumovirus, chicken, IFAT, RT-PCR, turkey.

morfik partikiiller seklinde goriilmektedir. APV’lar tek
iplik¢ikli, segmentsiz RNA’ya sahip viruslardir (1, 12,

Giris
Avian pneumovirus (APV) hindilerde iist solunum

yolu problemleri ile ortaya ¢ikan hindi rhinotrakeitis
(turkey rhinotracheitis, TRT) hastaliginin etkenidir. Virus
tavuklarda da goriilmekte olup “Siskin Basg Sendromu”
(swollen head syndrome, SHS) olarak bilinen hastalik
tablosunu meydana getirmektedir. Hastalik broyler,
broyler damizlik ve yumurtaci tavuklarda bas ve alin
bolgesinde derialti 6dem ve yumurta veriminde diismeler
ile karekterizedir (25, 26, 37). Etken Mononegavirales
sinifindan, Paramyxoviridae ailesine, Pneumovirinae alt
ailesine ve Metapneumovirus cinsine bagl bir virustur
(31). Elektron mikroskop c¢aligmalarinda virus pleo-

25, 38). G glikoproteinine spesifik monoklonal antikorlar
ile yapilan noétralizasyon g¢alismalart (10, 28) ve virus
polipeptidlerin gen sekans analizlerine gore APV’ler 4 alt
gruba ayrilmaktadir. Bunlar A, B, C ve D alt tipleridir
(18, 19, 20, 33).

Avian pneumovirus’lardan en ¢ok etkilenen tiirler
tavuklar ve hindilerdir. Siiliin, be¢ tavugu da dogal olarak
infekte olmakta, kaz ve giivercinlerde ise deneysel yolla
infeksiyon olusturulmaktadir (4, 11, 13). Avian pneumo-
virus’lar burun boslugu respiratorik epitelinde ¢ogalir. En
onemli yerlesim bdlgesi iist solunum yolundaki

* Aym baghkl1 doktora tezinden (Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii) 6zetlenmistir.
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turbinatlardir; etken infraorbital sinuslar ve kismen
trakeanin epitel hiicrelerinde ¢ogalir. Virus akciger ve
hava kesesinde ¢ok az miktarda tespit edilebilmektedir
(21, 34). Etkenin viicuda alinmasindan sonraki 1-14.
giinlerde siliar malformasyon, siliumlu epitel hiicrelerinin
yerini siliumsuz epitel hiicrelerinin almasi ve iist solu-
num yolu epitellerinde yikimlanma gibi patolojik degi-
siklikler meydana gelmektedir. Virus genital sistemde
ozellikle uterus ve ovidukt epitel hiicrelerine de yerlesir
(15, 17). Histopatolojik degisikliklerin goriildiigi 1-14
giinliik periyotta, infeksiyon bolgesine Escherichia coli,
Bordetella avium, Ornithobacterium rhinotracheale ve
Mycoplasma gallisepticum gibi sekonder bakteriyel et-
kenlerin kolonizasyonu kolaylasmakta ve sekonder hasta-
liklara yakalanma olasilig1 artmaktadir (2, 22, 23, 26, 35).

Hayvanlarin klinik belirtileri taniya yardimer ol-
makla birlikte, bazi hastaliklarla karisma olasiligindan
dolay1 yeterli degildir. Teshis amaci ile, virusun izolas-
yonu ve hiicre kiiltiirlerinde yapmis oldugu sitopatolojik
yapilar degerlendirilmektedir. Virusun primer izolasyonu
icin embriyolu tavuk yumurtasinin yumurta sar1 kesesine
inokulasyon ya da tavuk ve hindi trakeal organ kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Lezyonlar goriildiikten sonra virus,
tavuk embriyo fibroblast, tavuk embriyo karaciger, vero,
QT-35 ve BS-C-1 gibi ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde iiretil-
mektedir. Etkenin hiicre kiiltiirlerinde {iretilmesi uzun ve
yorucu iglemler gerektirdiginden, bu yontem teshis agi-
sindan pratik bulunmamaktadir (8, 24, 29, 36). Viral
antijenleri tasiyan hayvan materyallerine immunoperok-
sidaz (21, 27), immunofloresan (5, 16, 17) ve immuno-
gold (22) tekniklerinin uygulanmasi ile histokimyasal
yolla APV tanisi gergeklestirilebilmektedir.

Son yillarda viral genomun saptanmasina dayali bir
teknik olan RT-PCR’in APV’larin teshisinde kullanimi
giderek yayginlasmaktadir. Etken siipheli hayvanlarin
dokularindan direkt olarak saptanabilmektedir. Alt tip
spesifik PCR ile, ya da genel PCR uygulamalarim taki-
ben sekanslama veya restriction fragment analizleri ile de
APV’lerin tespiti ve tiplendirilmesi yapilabilmektedir (9,
12).

Bu calismada Tiirkiye’de hindi ve tavuklarda Avian
pneumovirus’larin varliginin antijenik ve genomik dii-
zeyde saptanmasi, ve APV’lerin teshisi amaci ile kullani-
labilecek en uygun materyalin se¢imi amaglanmistir.

Materyal ve Metod
Caligmada test materyali olarak, Tiirkiye’nin gesitli
bolgelerinde bulunan ticari tavuk ve hindi igletmelerin-
den toplanan ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatli Hayvan Hastaliklar
Rutin Teshis Laboratuvarina getirilen solunum sistemi
problemli tavuk ve hindilere ait nazal svab, nazal
turbinat, trakea ve akciger ornekleri kullanildi (Tablo 1).
Materyaller Ankara, Bilecik, Bolu, Corum, izmir, Kayse-

ri ve Konya bolgelerinden temin edildi.

Tablo 1. Caligmada incelenen teshis materyallerinin dagilimlari
(stirti adedi).

Table 1. The number of diagnostic materials used in the study
(number of flocks).

Tavuk Hindi
Broyler Broyler Yumurtact Toplam
damizlik

Nazal svab 23 2 9 34 14
Nazal turbinat 3 1 12 16 6
Trakea 3 1 12 16

Akciger 3 1 12 16 6
Toplam 26 3 21 50 20

Indirek floresan antikor testi (IFAT)

IFAT, Allan ve ark. (3) ve Baxter-Jones ve ark. (5)
tarafindan bildirilen yonteme gore gergeklestirildi. Herbir
stiriden alinan 5 nazal svab ve 5’er akciger, trakea ve
nazal turbinat 6rneklerinin herbiri 500 ul steril fizyolojik
tuzlu su igerisinde homojenize edildi. Testte pozitif kont-
rol olarak Nobilis TRT (Intervet) asi susu verilen tavuk-
lara ait nazal svablar ve solunum sistemi organlari kulla-
nildi. Negatif kontrol olarak ise spesifik patojenlerden ari
hayvanlara ait materyallerden yararlanildi. Doku 6rnekle-
rinden ve nazal svablardan elde edilen FTS homojenatla-
rindan 20 pl alinarak ortasi gukur 6zel lamlara konuldu
ve kurutulduktan sonra aseton ile fikse edildi. Preparatlar
caligma dilusyonundaki (1:16) hiperimmun serum ile 30
dakika inkiibe edildi. Testin tiim basamaklar1 oda 1sisin-
da, inkubasyonlar ise 37°C’de ve nemli ortamda gercek-
lestirildi. Inkubasyon siiresinin sonunda preparatlar 3 kez
5’er dakika fosfat tamponlu sivi (PBS) ile yikandi. Prepa-
ratlar, sulandirma solusyonu (3 kistm PBS + 1 kisim
Evans blue) ile 1:32 oraninda sulandirilmis floresan
izotiyosiyonat isaretli rabbit-anti-chicken IgG ile 30
dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.
Preparatlarin iizerine kaplama mediumu (1/10-PBS/glise-
rin) konularak lamel kapatildi. Sonuglar floresan mikros-
kopta 40x ve 100x objektifte baki ile degerlendirildi.
Elma yesili rengindeki olusumlar pozitif olarak degerlen-
dirildi.

Reverz transkriptaz / polimeraz zincir reaksiyonu
(RT/PCR)

RNA eldesi: Solunum sistemi gikayeti olan hayvan-
lardan alman 6rnekler her siiriiyii temsilen 5°1i gruplar
halinde toplandi. Her bir siiriiye ait 5 adet nazal turbinat,
trakea, akciger oOrnekleri bistiiri ile pargalandi. Organ
tirtine goére gruplandirilarak, steril cam siselere alinan
materyallerin {lizerine 1ml dietilpirokarbonatli (DEPC) su
konularak homojenize edildi. Solunum sistemi sikayeti
olan tavuk ve hindilerden alinarak -20°C’de saklanan
kuru svablar, epitel hiicrelerinin ve virusun siviya gegme-
si amactyla 500 pl steril distile su i¢inde vortekslendi.
Doku ve svab siispansiyonlarindan 250 pl alinarak {izer-
lerine Tridity G denatiirasyon solusyonundan 750 pl
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Tablo 2. Tavuk ve hindi solunum sistemi materyallerinde APV IFAT bulgulart (siirii adedi).
Table 2. IFAT result of APV suspicious chickens and turkeys (number of flocks).

IFAT (%)
Nazal svab Solunum sistemi organlari (+/n)
(+/n) Nazal turbinat trakea akciger
Broyler 7/23 (30.4) 2/3 (66.6) 0/3 (0) 0/3 (0)
Broyler damizlik 1/2 (50) 1/1 (100) 1/1 (100) 1/1 (100)
Yumurtaci 3/9 (33.3) 5/12 (41.6) 2/12 (16.6) 2/12 (16.6)
Toplam tavuk (n=50) 11/34 (32.3) 8/16 (50) 3/16 (18.7) 3/16 (18.7)
Hindi (n=20) 5/14 (35.7) 2/6 (33.3) 1/6 (16.6) 1/6 (16.6)
Tablo 3. Tavuk ve hindi solunum sistemi materyallerinin APV RT-PCR bulgular1 (siirii adedi).
Table 3. RT-PCR result of APV suspicious chicken and turkeys (number of flocks).
RT-PCR (%)
Nazal svab Solunum sistemi organlar1 (+/n)
(+/m) Nazal turbinat trakea akciger
Broyler 13/23 (56.5) 2/3 (66.6) 0/3 (0) 0/3 (0)
Broyler damizlik 0/2 (0) 1/1 (100) 1/1 (100) 1/1 (100)
Yumurtact 2/9 (22.2) 5/12 (41.6) 4/12 (33.3) 2/12 (16.6)
Toplam tavuk (n=50) 15/34 (44.1) 8/16 (50) 5/16 (31.2) 3/16 (18.7)
Hindi (n=20) 8/14 (57.1) 2/6 (33.3) 1/6 (16.6) 1/6 (16.6)

ilave edildi. Daha sonra &rneklerin {izerine 200 pl kloro-
form eklenerek 4°C’de, 12000 devirde 10 dakika santri-
fiij edildi. Ustteki faz almarak iizerine 500 pl izopropanol
ilave edildi 4°C’de 12000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek RNA presipitatinin ¢dkmesi saglandi. Pelet
yikandiktan sonra, kurutuldu ve 100 pl DEPC’li su ile
¢ozdiirildii. Pozitif kontrol olarak kullanilan liyofilize
TRT (intervet) as1 susundan RT-PCR’de kullanilmak
iizere yukarida tarif edildigi sekilde RNA ekstrakte edil-
di.

Komplementer DNA (cDNA) eldesi: Ekstrakte edi-
len RNA Orneklerinden cDNA eldesi amaciyla
RevertAid™ First Strand c¢DNA Synthesis Kiti
(Fermentas, Litvanya) kullanildi. Test, kit protokoliine
gore gergeklestirildi.

Reverz transkripsiyon ve niikleik asitlerin ¢ogaltil-
mast (RT-PCR): Elde edilen cDNA’larin c¢ogaltilmasi
amact ile yapilan PCR’da 50 pl’lik total hacimlerde cali-
sild1. Testte Nd (5-AGC AGG ATG GAG AGC CTC
TTT G-3°) ve Nx (5-CAT GGC CCA ACA TTA TGT T-
3”) primerleri kullanildi (6). Ornek bagmna 31 ul DEPC’li
su, 5 pl 10x PCR buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCl, %0.8 Nonidet P40), 5 ul ANTP (2 mM), 3 pl MgCl,
(25 mM), 0.25 ul primer 1 (100 pmol), 0.25 pl primer 2
(100 pmol), 0.5 pl Taq polimeraz enzimi ve 5 pl hedef
DNA kullanildi. Amplifikasyon, 94°C’de 15 dakikalik 6n
denaturasyon, 30 siklustan olusan 94°C’de 20 saniye
denaturasyon, 51°C’de 45 saniye primer baglanmasi,
72°C’de 45 saniye uzatma ve son olarak 72°C’de 10
dakikalik son uzatma asamalari ile gergeklestirildi. Reak-
siyon sonuglarinin gbzlenmesi igin drnekler elektroforez

icin %2’lik agaroz jele yiiklendi. 119 bp’da goriilen bant
APV igin spesifik olarak degerlendirildi.

Bulgular

Farkli bolgelerden alinan tavuk ve hindilere ait ge-
sitli solunum sistemi materyallerine ait siirli bazinda
IFAT ve RT-PCR bulgulart Sekil 1, Tablo 2 ve Tablo
3’de, aym siiriilere ait test sonuglarmin karsilagtirmal
bulgulari Tablo 4’te verilmistir. RT-PCR ile incelenen
tavuk siiriilerinin  %46’sinda ve hindi kiimeslerinin
%50’sinde APV genomu belirlendi. IFAT ile tavuk kii-
meslerinin %38’inde ve hindi kiimeslerinin %35’inde
APV antijenlerinin varlig1 saptandi.

Sekil 1. APV RT-PCR elektroforezi. M1, Gene Ruler™ 100 bp
DNA Ladder; M2, pBR322 DNA/BsuRI1 (Haelll) DNA mar-
ker; NK, negatif kontrol; PK. pozitif kontrol; 1-4, tavuk ve
hindilerin solunum sistemine ait organ 6rnekleri.

Figure 1. APV RT-PCR electrophoresis. M1, Gene Ruler™
100 bp DNA Ladder; M2, pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) DNA
marker; NK, negative control; PK. positive control; 1-4, organ
samples from respiratory tract of chickens and turkeys.
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Tablo 4. Siiriilerde IFAT ve RT-PCR ile saptanan APV pozitif-
lik oranlarinin karsilastirilmast.

Table 4. The comparison of APV positive flocks detected by
IFAT and RT-PCR.

Materyal IFAT RT-PCR
NS~ (n=34) 11 (%32.3) 15 (%44.1)
NT"  (n=16) 8 (%50) 8 (%50)
Tavuk T (n=16) 3 (%18.7) 5(%31.2)
AC" (n=16) 3 (%18.7) 3 (%18.7)
Toplam** 19 (%38) 23 (%46)
NS~ n=14 5 (%35.7) 8 (%57.1)
NT" n=6 2 (%33.3) 2 (%33.3)
Hindi T n=6 1 (%16.6) 1(%16.6)
AC" n=6 1 (%16.6) 1 (%16.6)
Toplam** 7 (%35) 10 (%50)

*: NS, nazal svab; NT, nazal turbinat; T, trakea; AC, akciger.
**: Ayn1 kiimesten alinan solunum sistemine ait birden fazla
ornekte pozitif sonug saptandi.

Tartisma ve Sonuc¢

Avian pneumovirus’un neden oldugu infeksiyonla-
rin erken teshisinde, rutin laboratuvarda en fazla kullani-
lan yontemler arasinda IFAT ve immunoperoksidaz bu-
lunmaktadir. Tavuk ve hindilerde avian pneumovirus
infeksiyonlarinin IFAT ve IP ile teshisinde turbinat,
akciger ve iireme organlar1 materyal olarak kullanilmak-
tadir. Majo ve ark. (21), viral antijenleri IFAT ile nazal
turbinat epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda saptamislar-
dir. Arastiricilar, viral antijeni deneysel infeksiyonun
yoluna gore en erken turbinat epitel hiicrelerinde saptar-
larken trakea ve akcigerde infeksiyonun 5. ve 6. giiniinde
kisa siireli olarak belirlediklerini bildirmislerdir. Jirjis ve
ark. (15) hindilerde APV’nin patogenezini incelemek
amaci ile yaptiklar c¢aliymada infeksiyondan sonraki
2-10. giinler arasinda IFAT ile nazal turbinatlarda ve
nazal svablarda yiiksek pozitiflik saptarlarken trakeada
bu orani olduke¢a diisiik bulmuslardir.

Bu ¢alismada, solunum problemi olan tavuk ve hin-
di kiimeslerinden saglanan nazal svab, nazal turbinat,
trakea ve akciger orneklerinin IFAT sonuglart siirii ba-
zinda degerlendirildiginde, tavuk siiriilerinin %38’inde,
hindi siiriilerinin %35’inde pozitiflik saptandi. Tavuk
siiriilerine ait nazal turbinatlarda %350, nazal svablarda
%32.3, trakea ve akcigerde %18.7 pozitiflik bulundu.
Hindi siiriilerine ait nazal svablarda %35.7, nazal
turbinatlarda %33.3, trakea ve akcigerde %16.6 pozitiflik
belirlendi. Bu bulgular, APV tespitinde en yiiksek oranda
pozitifligin nazal svab ve nazal turbinatlarda bulundugu-
nu bildiren yukaridaki arasticilarin bulgulart ile paralel-
dir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular diger raporlar ile
birlikte degerlendirildiginde, APV infeksiyonun hizli
tanisinda IFAT ta kullanilacak materyal seciminin 6nemi
goriilmektedir.

Hastalik etkenlerinin alt tiplerinin bulunmasi,
virusun laboratuvar kosularinda iiretilmesinin zor olmasi
ve hizli teshis yontemlerinin degerlendirilmesinde olasi

yanlisliklar nedeniyle, hastaligin teshisinde molekiiler
temele dayali tekniklerin kullanilmasint zorunlu hale
gelmistir. APV i¢in gelistirilen RT-PCR gibi viral geno-
mun tespitine dayali teknikler ile virus, kiiltiir ortaminda
cogaltilmasia gerek kalmadan teshis edilebilmekte ve
tiplendirilebilmektedir (7, 18). Bu konudaki caligmalar
virusun farkli dokularda saptanmasina ve virus alt tiple-
rini belirlemeye yonelik olmak tizere iki farkli amagla
gergeklestirilmigtir. Virusun farkli materyallerde saptan-
masina yonelik yapilan bir ¢aligmada (32), deneysel goz-
burun damla yolu ile infekte edilen broylerlerde bagirsak
disinda tiim organlarda 3. giinde RT-PCR ile viral genom
saptanirken, kanda 15. gline kadar, turninat, akciger ve
trakeada 9. giine kadar viral genom tespit edilmistir. Ag1z
yolu ile infekte edilen broylerden 3. giinde alinan mater-
yallerin tiimiinde, akcigerde 15. giine kadar viral genom
saptanmustir. Jirjis ve ark. (14) hindilerde okuler ve nazal
virus inokulasyonlarini takiben 4-6. giinlerde viral geno-
mu sadece nazal turbinatda bulmuslar ve saha sartlarinda
E.coli ve Pasteurella sp. gibi sekonder infeksiyonlarin
hastalik siddetini arttirdigini bildirmislerdir. Ayn1 arasti-
ricilar, hindiler iizerinde yaptiklart deneysel infeksiyon
sonrasinda RT-PCR ile 2-6. giinlerde nazal turbinatda, 2-
8 giinlerde nazal svablarda ve 6. giinde trakeada APV
varligmi gostermislerdir (15). Pedersen ve ark. (30) ise
deneysel infeksiyon sonrasi APV genomunu nazal
turbinat ve nazal svablarda 1-9 giinler arasinda RT-PCR
ile saptamislar, sinus, nazal turbinat ve kuru svablarda
pozitifligi akciger ve trakeaya gore daha yiiksek oranda
bulmuslardir.

Bu calismada, tim APV alt tiplerini saptayan
Nd/Nx primerlerinin kullanildigt RT-PCR ile incelenen
50 tavuk siiriisiiniin 23’iinde (%46) ve 20 hindi siiriisii-
niin 10 (%50)’unda APV RNA’st belirlendi. Pozitiflik
oranlar1 materyal tipine gore degerlendirildiginde, tavuk-
larda nazal svablarin %44.1’inde, nazal turbinatlarin
%50’sinde, trakealarn %31.2°sinde ve akcigerlerin
%18.7°sinde  pozitiflik saptandi. Hindilerde nazal
svablarda %57.1, nazal turbinatlarda %33.3, trakealarda
ve akcigerlerde %16.6 oraninda pozitiflik tespit edildi.
Hem tavuk hem de hindi siiriilerinde RT-PCR ile en
yiiksek oranda APV nazal svab ve nazal turbinatlarda
saptandi. Bu sonuglar viral genomun RT-PCR ile nazal
turbinat ve nazal svablarda yiiksek; akciger ve trakeada
diisiik diizeyde saptandigini bildiren diger arastiricilarin
bulgulari ile pararellik gostermektedir (14, 15, 30). Bu
calismanin bulgulart ile Shin ve ark. (32)’nin bulgular
arasindaki bazi farkliliklar, arastirmacilarin kullandiklar
farkl1 infeksiyon yolu ve inokulum dozu ile agiklanabilir.
APV’nin sekonder bakteriyel etkenler ile seyrettigi dogal
infeksiyonlarda, alt solunum yollarminin etkilenmesi
sonucunda virusun organlarinda daha uzun siire kalabile-
cegi de diistintilmelidir.
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IFAT ve RT-PCR bulgulart karsilagtirmali olarak
degerlendirildiginde, IFAT ile 50 tavuk siiriisiiniin
%38’inde, 20 hindi siiriisiiniin %35’inde APV pozitifligi
saptanirken; RT-PCR ile bu oranlar sirasiyla %46 ve
%350 olarak bulundu. Bu sonuglar, saha kosullarinda
APV infeksiyonunu belirlemede, RT-PCR’in IFAT’a
gore daha duyarli bir yontem oldugunu gostermektedir.
Ancak, IFAT ile pozitiflik saptanan bazi materyallerde
RT-PCR ile viral genomun saptanamamasi, materyaller-
deki inhibitor maddelerin olumsuz etkileri ile agiklandi.
Ayni materyallerde IFAT’in da RT-PCR bulgularma
yakin degerlerde pozitif sonu¢ vermesi, molekiiler tek-
nikler icin alt yapisi ve teknik elemani olmayan
laboratuvarlarda rutin teshis amacryla IFAT 1n kullanila-
bilecegini ortaya koydu. Her iki teknikte pozitif sonug
veren organ materyallerinin ayni olmasi, teshis i¢in kul-
lanilan materyalin dnemli oldugunu ve teshis i¢in nazal
svab ve nazal turbinatlarin kullanilmasi gerektigini gos-
terdi.

Kaynaklar

1. Ahmadian G, Chambers P, Easton AJ (1999): Detection
and characterization of proteins encoded by the second
ORF of the M2 gene of pneumoviruses. ] Gen Virol, 80,
2011-2016.

2. Al Ankari A, Bradbury JM, Naylor CJ, Worthington
KJ, Payne-Johnson C, Jonmes RC (2001): Avian
pneumovirus infection in broiler chicks inoculated with
Escherichia coli at different time intervals. Avian Pathol,
30, 257-267.

3. Allan GM, McNulty MS, Connor TJ, McCraken RM,
McFerran JB (1984): Rapid diagnosis of infectious bursal
disease infection by immunofluoresence on clinical
material. Avian Pathol, 13, 419-427.

4. Anon KR (1985): Turkey rhinotracheitis of unknown
aetiology in England and Wales. Vet Rec, 117, 653.

5. Baxter-Jones C, Grant M, Wilding GP (1986):
Immunofluorescence as a potential diagnostic method for
turkey rhinotracheitis. Vet Rec, 118, 600.

6. Bayon-Auboyer MH, Jestin V, Toquin D, Cherbonnel
M, Eterradosi N (1999): Comparison of F, G and N based
PCR protocols with conventional virological procedures
for the detection and typing of turkey rhinotracheitis virus.
Arch Virol, 144, 1091-1109.

7. Bayon-Auboyer MH, Arnauld C, Toquin D, Eterradosi
N (2000): Nucleotide sequences of the F, L and G protein
genes of two non-A/non-B avian pneumoviruses (APV)
reveal a novel APV subgroup. J Gen Virol, 81, 2723-2733.

8. Buys SB, Du Preez JH, Els HJ (1989): Isolation and
attenuation of virus causing rhinotracheitis in turkeys in
South Africa. Onderstepoort J Vet Res, 56: 87-98.

9. Cavanagh D (2001): Innovation and discovery: the
application of nucleic acid-based technology to avian virus
detection and characterization. Avian Pathol, 30, 581-598.

10. Collins MS, Gough RE, Alexander DJ (1993): Antigenic
differentiation of avian pneumovirus isolates using
polyclonal antisera and mouse monoclonal antibodies.
Avian Pathol, 22, 469-479.

11.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

. Cook JKA, Cavanagh D

Cook JKA (2000): Avian pneumovirus infections of
turkeys and chickens. Vet J, 160, 118-125.
(2002):
differentiation of avian pneumoviruses (metapneumo-
viruses). Avian Pathol, 31, 117-132.

Detection and

. Gough RE, Collins MS, Cox WJ, Chettle NJ (1988):

Experimental infection of turkeys, chickens, ducks, geese,
guinea fowl, pheasants and pigeons with
rhinotracheitis virus. Vet Rec, 123, 58-59.

Jirjis FF, Noll SL, Halvorson DA, Nagaraja KV,
Townsend EL, Sheikh AM, Shaw DP (2000): Avian
pneumovirus infection in Minnesota turkeys: Experimental
reproduction of the disease. Avian Dis, 44, 222-226.

Jirjis FF, Noll SL, Halvorson DA, Nagaraja KV, Shaw
DP (2002): Pathogenesis of avian pneumovirus infection
in turkeys. Vet Pathol, 39: 300-310.

Jones RC, Baxter-Jones C, Wilding GP, Kelly F (1986):
of a
rhinotracheitis in experimentally inoculated turkeys. Vet
Rec, 119, 599-560.

Jones RC, Williams RA, Baxter-Jones C, Savage CE,
Wilding GP (1988): Experimental infection of laying
turkeys with rhinotracheitis virus: Distrubiton of virus in

turkey

Demostration candidate  virus  for turkey

the tissues and serological response. Avian Pathol, 17,
841-850.

Juhasz K, Easton AJ (1994): Extensive sequence
variation in the attachment (G) protein gene of avian
pneumovirus: evidence for two distinct subgroups. J Gen
Virol, 75, 2873-2880.

Li J, Ling R, Randhawa JS, Shaw K, Davis PJ, Juhasz
K, Pringle CR, Easton AJ, Cavanagh D (1996):
Sequence of nucleocapsid protein gene of subgroup A and
B avian pneumovirus. Virus Res, 41, 185-191.

Ling R, Davis PJ, Yu Q, Wood CM, Pringle CR,
Cavanagh D, Easton AJ (1995): Sequence and in vitro
expression of the phosphoprotein gene
pneumovirus. Virus Res, 36, 247-257.

Majo N, Allan GM, O'loan CJ, Pages A, Ramis A
(1995): 4 sequential histopathologic and immunocytoche-

of avian

mical study of chickens, turkey poults, and broiler breeders
experimentally infected with turkey rhinotracheitis virus.
Avian Dis, 39, 887-896.

Majo N, Marti M, O'loan CJ, Allan GM, Pages A,
Ramis A (1996): of turkey
rhinotracheitis infection in  turbinates  of
experimentally infected chickens. Vet Microbiol, 52, 37-
48.

Majo N, Gibert X, Vilafranca M, O'loan CJ, Allan GM,
Costa L, Pages A, Ramis A (1997): Turkey
rhinotracheitis virus and Escherichia coli experimental

Ultrastructural  study
virus

infection in chickens: histopathological, immunocytoche-
mical and microbiological study. Vet Microbiol, 57, 29-34.
McDougal JS, Cook JKA (1986): Turkey Rhinotracheitis:
preliminary investigations. Vet Rec, 118, 206-220.

Morley AJ, Thomson DK (1984): Swollen-head
syndrome in broiler chickens. Avian Dis, 28, 238-243.
Naylor CJ, Jones RC (1993): Turkey Rhinotracheitis: a
review. Vet Bull, 63, 339-449.



184

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Tuba ica

O’loan JC, Allan G (1990): The detection of turkey
rhinotracheitis virus antigen in formaline fixed, paraffin
embedded tissue using a streptavidin a streptavidin-biotin-
immunoperoksidase method. Avian Pathol, 19, 401-407.
Obi T, Kokumai N, Ibuki A, Takuma H, Tanaka M
(1997): Antigenic differentiation of turkey rhinotracheitis
virus strains using monoclonal antibodies and polyclonal
antisera. ] Vet Med Sci, 59, 795-799.

Panigrahi B, Senne DA, Pedersen JC, Glidlewsk T,
Edson RK (2000): Experimental and serologic
observations on avian pneumovirus  (APV/turkey/
Colorado/97) infection in turkeys. Avian Dis, 44, 17-22.
Pedersen JC, Senne DA, Panigrahy B, Reynolds DL
(2001): Detection of avian pneumovirus in tissues and
swab specimens from infected turkeys. Avian Dis, 45, 581-
592.

Pringle CR (1999): Virus taxonomy-1999. Arch Virol, 44,
421-429.

Shin HJ, Rajashekara G, Jirjis FF, Shaw DP, Goyal
SM, Halvorson DA, Nagaraja KV (2000): Specific
detection of avian pneumovirus (APV) US isolates by RT-
PCR. Arch Virol, 145, 1239-1246.

Tarpey I, Huggins MB, Davis PJ, Shilleto R, Orbell SJ
(2001): Cloning, expression and immunogenicity of the
avian pneumovirus (Colorado isolates) F protein. Avian
Pathol, 30, 471-474.

34.

35.

36.

37.

38.

Van De Zande S, Nauwynck H, De Jonghe S, Pensaert
M (1999): Comparative pathogenesis of a subtype A with a
subtype B avian pneumovirus in turkeys. Avian Pathol, 28,
239-244.

Van De Zande S, Nauwynck H, Pensaert M (2001): The
clinical, pathological and microbiological outcome of an
Escherichia coli O2:K1 infection in avian pneumovirus.
Vet Microbiol, 81, 353-365.

Wilding GP, Baxter-Jones C, Grant M (1986):
Ciliostatic agent found in rhinotracheitis. Vet Rec, 18,
735.

Wyeth PJ, Gough RE, Chettle N, Eddy R (1986):
Preliminary observations on a virus associated with turkey
rhinotracheitis. Vet Rec, 119, 139.

Yu Q, Davis PJ, Li J, Cavanagh D (1992): Cloning and
sequencing of the matrix protein (M) gene of turkey
rhinotracheitis virus reveal a gene order different from
that of respiratory syncytial virus. Virology, 186, 426-434.

Gelis tarihi : 01.03.2005 / Kabul tarihi: 11.03.2005

Yazisma adresi:

Dr.Tuba Ica

Erciyes Universitesi

Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali
38090 Kocasinan / Kayseri



