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Avian enfeksiyoz bronsit (IB), enfeksiydz bronsit viriisii (IBV) tarafindan olusturulan ve
kiimes hayvancilig1 endiistrisinde ciddi ekonomik kayiplara yol agan oldukca bulasici bir hastaliktir.
Bu calisma, Tiirkiye’nin Adana ilindeki kdy tavugu siiriilerinde IBV dolagimini aragtirmistir. Adana
ilinin on iki ilgesinden alinan toplam 390 trakeal ve sekal svap drnegi, 65 havuzda birlestirilerek RT-
PCR yontemiyle test edilmistir. Genel olarak 15 6rnek (%23,07) IBV pozitif olarak belirlenmistir.
En yiiksek prevalans Yumurtalik, Karatas ve Pozanti ilgelerinde tespit edilirken, bazi ilgelerde ise
pozitif sonuca rastlanmamistir. Sahadan elde edilen on bes pozitif izolat dizilenmis ve GenBank veri
tabanina (PP970560.1-PP970574.1) kaydedilmistir. IBV’nin kismi S1 gen bolgesine yonelik
filogenetik ve BLAST analizleri, yiiksek niikleotid benzerligi gosteren kiimeler (>%95) ile Israil-
benzeri sus 1S/1494/06’ya diisilk benzerlik gdsteren, ancak diger izolatlarla yiiksek BLAST
skorlariyla ayrisan soylarin birlikte varligini ortaya koymustur. Bu sonuglar, Adana ilindeki serbest
dolasan tavuk siiriilerinde farkli IBV genotiplerinin bir arada bulundugunu dogrulamaktadir. Elde
edilen bulgular, sahada dolasimda bulunan IBV nin yeni veya asidan kagan varyantlarmin tespitine
yonelik molekiiler tarama ve tanimlama g¢aligmalarinin diizenli olarak yapilmasinin 6nemini ve
gerekliligini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Avian enfeksiydz bronsit viriisii, IBV, Molekiiler epidemiyoloji, RT-PCR,
Sanger sekanslama, BLAST analizi, Filogenetik analiz.
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ABSTRACT

Avian infectious bronchitis (IB) is a highly contagious disease caused by the infectious
bronchitis virus (IBV), leading to significant economic losses in the poultry industry. This study
investigated the circulation of IBV among village chicken flocks in the Adana province of Tiirkiye.
A total of 390 tracheal and cecal swab samples were collected from twelve districts of Adana and
pooled into 65 sample groups, which were subsequently tested using RT-PCR. Overall, 15 samples
(23.07%) were found to be positive for IBV. The highest prevalence was detected in the districts of
Yumurtalik, Karatas, and Pozanti, while some districts tested entirely negative. Fifteen positive field
isolates were sequenced and deposited in the GenBank database (accession numbers PP970560.1—
PP970574.1). Phylogenetic and BLAST analyses of the partial S1 gene region revealed the
coexistence of strains showing high nucleotide similarity (>95%) within distinct clusters, including
lineages with low similarity to the Israel-like strain 1S/1494/06 but high BLAST scores with other
isolates. These results confirm the simultaneous presence of multiple IBV genotypes among free-
ranging chicken flocks in Adana. The findings emphasize the importance and necessity of regular
molecular surveillance and characterization studies to monitor the emergence of novel or vaccine-
escape IBV variants circulating in the field.

Keywords: Avian Infectious bronchitis virus, IBV, Molecular epidemiology, RT-PCR, Sanger
sequencing, BLAST analysis, Phylogenetic analysis.
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1. GIRIS
1.1. Serbest Gezen Tavuklar

Serbest gezen Gine tavugu ve yerli tavuklar, ¢iftciden minimum sermaye girisi ile
yetistirilmektedir. Bu hayvanlar ¢cogunlukla kendi baslarina yem aramakta, yalnizca zaman zaman
muisir, dar1 gibi tahillar ve evsel mutfak atiklar ile desteklenmektedir (Aboe ve ark., 2006; Avornyo
ve ark., 2016). Genellikle 6zel bir barinaklar1 bulunmamakta, agaglarda, mutfakta ya da avluda
barmmakta ve boylece hava kosullarinin ve yirticilarin tehdidine maruz kalmaktadirlar. Barinak
saglandiginda ise cogu zaman kiigiik ve asir1 kalabalik olmaktadir (Dahouda ve ark., 2007; Boko
ve ark., 2011). Saglanan sinirli bakim kosullarina ragmen, bu yerli irklarin dayanikli olduklar ve
cesitli kanatli hastaliklarina karsi direng gosterdikleri diistintilmektedir. Ancak literatiir, yerli
tavuklarin Newcastle, Gumboro, koksidiyoz, ¢icek hastaligi, bulasici koriza, kronik solunum yolu
hastaliklart ve i¢-dis parazitler gibi yaygin kanath hastaliklarina duyarli olduklarin1 ve yillik
kayiplarin %50-70 gibi yiiksek oranlara ulasabilecegini ortaya koymaktadir (Gyening, 2006; El-
Yuguda ve ark., 2007; Yakubu ve ark., 2014).

Serbest gezen tavuklar, farkli hastaliklarin (enfeksiy6z bronsit, avian influenza ve Newcastle
hastalig1 gibi) kiimesler arasinda yayilimi1 ve devamlilifinda en 6nemli kaynaklardan biridir. Bu
tavuklar, kanatl bulasici hastaliklarinin epidemiyolojisinde 6nemli bir role sahiptir. Koy siiriilerinin
cogu karisik yas gruplarindan olusmakta, kiigiik dlcekli olmakta ve ¢ogunlukla serbest otlamaya
dayal1 beslenmektedir. Ciftgiler, farkli hanelerden tavuklari bir araya getirmekte, bu da hastaliklara
maruziyeti artirmaktadir. Ayrica, serbest gezen tavuklarda enfeksiyoz bronsite (IB) karsi herhangi
bir kontrol veya dnleme stratejisi uygulanmamaktadir (Mahzounieh ve ark., 2006; Al-Shekaili ve
ark., 2015; Saadat ve ark., 2014; Shima ve ark., 2018).

Ticari kanatl igletmeleri sahipleri, ¢evredeki serbest gezen siiriilerden bulasabilecek hastalik
riskinden endise duymaktadir. Serbest gezen tavuklar, agik alanlarda dolasabilmeleri ve yabani
kuglarla yakin temas halinde yasamalar1 nedeniyle bulasict hastaliklara daha duyarlidir
(Karabozhilova ve ark., 2012; Pohjola ve ark., 2015; Pohjola ve ark., 2017). Ayrica, bazi
durumlarda bu tavuklar kesilerek komsulara veya tanidiklara satilmaktadir. Ticari siiriilerde gesitli
biyogiivenlik dnlemleri uygulanmasina ragmen, serbest gezen veya koy tavukculugunda hastalik
onleme icin herhangi bir veterinerlik protokolii bulunmamaktadir. Birgok durumda serbest gezen
stiriiler ticari kiimeslerin yakininda yer almakta ve solunum yolu hastaliklar1 i¢in rezervuar gorevi
gorebilmektedir (Derksen ve ark., 2018; Batista ve ark., 2020).

Ote yandan, serbest gezen siiriilerde hayvan yogunlugunun genellikle diisiik olmasi, hastalik
bulasma riskini azaltmaktadir. Nadiren de olsa yeni enfeksiydz hastaliklarin 6nce serbest gezen
stiriilerde ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Ancak epidemiyolojik caligmalar, bu siiriilerin bulag
zincirindeki rollerinin ¢ogunlukla sinirli oldugunu gostermektedir (Capua ve ark., 2002; Bavinck

ve ark., 2009).



Sekil 1.1. Kirsal bolgelerde serbest dolasan koy tavuklari; ¢alismada kullanilan saha
orneklerinin temel kaynagini gostermektedir.

1.1.1. AviAn EnfeksiY6z BronsiTiS Hastalig

Enfeksiyoz bronsit (IB), tavuklarin tiim yas gruplarin etkileyebilen, akut ve olduk¢a bulasici
iist solunum yolu hastalif1 olup, kiimes hayvanciligi endiistrisi i¢in ciddi bir ekonomik tehdit
olusturmaktadir. Hastaligin etkeni, Nidovirales takiminda yer alan Coronaviridae familyasina ve
Gammacoronavirus cinsine ait olan Enfeksiydz Bronsit Viriisii’diir (IBV). Hastalik ilk olarak
1931°de Schalk ve Hawn tarafindan tanimlannmustir. Giintimiizde, gelismis ticari kiimes hayvancilig
sektoriine sahip birgok iilkede endemik hale gelmistir. Kiiresel ekonomik etkisi, yliksek patojeniteli
kus gribi sonras1 en yikici ikinci kanatl hastalik olarak rapor edilmistir (TAFS-Forum, 2011).

Solunum sistemi hastaliklar igerisinde IBV enfeksiyonlari, yogun kiimes hayvanciligi
yapilan her iilkede énemli bir sorun olarak bilinmektedir. Bir iilkede IBV’nin 6nemsiz goriilmesi
genellikle Newecastle hastaligi gibi diger enfeksiyonlarin daha ciddi tehdit olusturmasindan
kaynaklanmaktadir (Cook ve Mockett, 1995b).

Tilim yas gruplarindaki civcivler IBV’ye duyarlidir; ancak geng civcivler yaslilara gore daha
hassastir. Enfekte siiriilerde morbidite oran1 %100’e ulasabilirken mortalite; siirliniin yas1, bagisiklik
durumu, sekonder enfeksiyonlarin varligi, bakim kosullar1 ve ¢evresel faktorlere bagli olarak
degismektedir (Cavanagh ve Gelb, 2008).

En belirgin klinik bulgular solunum sistemi ile ilgilidir. Klinik belirtilerin siddeti; konakla
iligkili faktorler (yas, cinsiyet, tiir ve bagisiklik diizeyi), viriisle ilgili 6zellikler (sus, viriilens ve doz),
cevresel kosullar (toz, amonyak ve stres) ile isletmenin yonetim ve biyogiivenlik diizeyi tarafindan

etkilenmektedir (Ganapathy, 2009). Hastaligin diger formlar1 ise bobrek, iireme ve gastrointestinal



sistemlerle iliskilidir. Virlisiin enfekte erkek tavuklarin testislerinden ve semeninden izole
edilebildigi, bu nedenle erkeklerde infertiliteye neden olabildigi bildirilmistir (Jones, 2010a).

Alt1 haftaliktan kiigiik civcivlerde tipik belirtiler arasinda hiriltili solunum, 6ksiiriik, trakeal
rale, burun akintisi, halsizlik, depresyon, kiimelenme, solunum giicliigii (6zellikle gece istirahat
sirasinda belirgin), sulu gozler ve agir vakalarda hafif siniis sisligi yer almaktadir (Cavanagh ve
Gelb, 2008; Ganapathy, 2009). Geng civcivler IBV nedeniyle dlebilirken, bes haftaliktan biiyiik
tavuklarda komplikasyon olmadan seyreden enfeksiyonlar genellikle daha hafif gegmektedir. Ancak
her yas grubunda, IBV’nin diger patojenlerle birlikte bulunmasi durumunda hastalik siddeti
artmaktadir (Cavanagh, 2007; Awad ve ark., 2014).

Nefropatojenik IBV suslart tipik olarak solunum belirtileriyle baglamakta, ardindan artan su
tiikketimi, sulu diskr ve bobrek hasarina bagli 6liimlerle seyretmektedir (Raj ve Jones, 1997). Bu tip
enfeksiyonlarda 6liimler genellikle enfeksiyondan 6-16 giin sonra goriilmektedir. IBV ile enfekte
yumurtact tavuklarda yumurta veriminde azalma ve gen¢ dénemde maruz kalindiginda kalic1 ovidukt
hasaria bagli olarak diisiik kaliteli yumurta iiretimi gozlenmektedir (Cavanagh ve Naqi, 2003;
Fabricant, 1998). Yumurtadaki verim kaybi ve kalite diisiisii, susun viriilensine ve yumurtlama
donemine bagl olarak degismektedir (Raj ve Jones, 1997). Enfekte tavuklarin yumurtalari ince
kabuklu, piiriizlii veya sekilsiz olabilir; distan normal goriinen yumurtalarin i¢ kalite 6zellikleri
bozulmus, albiimeni sulu olabilir. Bu durum yumurta veriminde %10’a kadar azalmaya yol
acabilmektedir (Cavanagh ve Naqi, 2003).

Sekonder enfeksiyonlar da hastaligin siddetini belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir.
Ornegin, IBV ve Mycoplasma synoviae ile birlikte enfekte olan tavuklarda hava kesesi iltihabi
(airsakiilitis) goriiliirken, tek basma enfeksiyonlarda bu bulgu ortaya ¢ikmamaktadir (Kleven ve
ark., 1972). E. coli ile ikincil enfeksiyonlar perikardit veya 6liime yol acabilir (Smith ve ark., 1984;
Avellaneda ve ark., 1994). Ayrica, bagisiklik baskilayici bir etken olan Enfeksiy6z Bursa Hastaligi
Viriisii ile es enfeksiyon IBV’ye karsi bagisiklik yanitin1 zayiflatmakta, duyarhiligi artirmakta ve

antikor seviyelerini azaltmaktadir (Raj ve Jones, 1997).



Sekil 1.2. Tavuklarda Enfeksiydz Bronsit’in solunum sistemi belirtileri
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Sekil 1.3. IBV’nin tavuklarin performansi iizerindeki etkisi

Enfeksiydz Bronsit Viriisiiniin (IBV) kanatli performansi, solunum, lireme ve bobrek
sistemleri iizerindeki etkilerini gdsteren bilgi grafigi, Ceva Poultry (Ceva Santé Animale) tarafindan
yayimlanan egitim materyalinden alinmistir. Kaynak, kanath asilar1 ve IBV kontroliine iliskin

bilgiler sunmaktadir. Cevrimigi erisim: [Ceva Poultry — [Bird®].

1.1.2. Enfeksiyon ve Bulasma

Enfeksiydz bronsit viriisii (IBV), oncelikle solunum mukozasinda ¢ogalarak hava yoluyla
yayilim gostermektedir. Bu nedenle 6ksiirme ve hapsirma sirasinda olugan aerosoller (inhalasyon)
temel bulasma yoludur. Ayrica kontamine yem ve suyun alinmasi, enfekte kiimes hayvanlarinin

oOliileri ve kemirgenler de bulasmada rol oynamaktadir. Bulagma esas olarak yatay yolla meydana



gelmekte olup, bu dogrudan veya dolayli olabilmektedir. Dogrudan bulagmada enfekte kuslardan
saglikli kuslara etken gecisi olurken; dolayli bulagma, kontamine ekipman ve materyaller araciligiyla
gerceklesmekte ve bu durum uzun mesafelerde dahi bulagma i¢in 6nemli bir kaynak olusturmaktadir.
Civcivlerde temas sonrast klinik belirtilerin 3 saat i¢inde, komsu kiimelere ise 1-2 giin icinde

yayilabilecegi bildirilmistir (Cavanagh, 1997).

1.1.3. Epidemiyoloji

Gilintimiizde enfeksiy6z bronsit, tavuklarda diinya genelinde yayilim gostermektedir (De Wit
ve ark., 2011; Jackwood, 2012). Zaman i¢inde yiizlerce farkli sus tanimlanmis olsa da (Cavanagh,
2007), bunlardan yalnizca birkagi uzun siireli olarak kiimes hayvanciliginda hastalik etkeni olarak
yerlesmis, ¢ogu ise kisa siirede ortaya ¢ikip kaybolmustur (Cook ve ark., 2012). Baz1 suslarin kisa
siirede uzun mesafelere yayildigi, bazilariin ise sinirli cografi bolgelerde kaldigi goriilmektedir
(Hesse, 2015). Bu nedenle, belirli bir bolgede IBV alt popiilasyonlarinin dinamiklerinin izlenmesi,
farkli IBV suslarinin yayilma ve tutunma yeteneklerine katkida bulunan molekiiler 6zelliklerin ortaya
¢ikarilmasinda 6nemlidir (Dolz ve ark., 2008).

IBV suslarimin bir bolgeden digerine yayilimi, kismen canli kanatl ticareti, gdgmen yabani
kuglar ya da ateniie asilarin kullanimiyla iligkili olabilmektedir (Cavanagh, 2005; Liu ve ark.,
2006). Yabani kuslarda cesitli AvCoV suslar saptanmis olsa da (Cavanagh, 2005; Chu ve ark.,
2011), bunlar ticari tavukguluk agisindan énemli IBV suslari ile ayni degildir.Yaban kusu tiirleri,
yeni ortaya ¢ikan bircok zoonotik patojenin dogal rezervuari olarak kabul edilmekte ve bu durum
halk saglig1 agisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Ayni zamanda evcil hayvanlara bulasma
riski tasiyan patojenlerin kaynagi olduklarindan, s6z konusu enfeksiyonlarin sosyo-ekonomik
yansimalari da olabilmektedir. Bu nedenle yaban kuslart uzun siiredir epidemiyolojik agidan
izlenmektedir. Ozellikle gammakoronaviriislerin, hem kiimes hayvanlarindan yaban kuslarina hem
de yaban kuslarindan kiimes hayvanlarina gecis yapabildigi ve bu kuslarin uzun mesafe go¢ etme
yetenekleri sayesinde koronaviriislerin kitalar arasi yayiliminda rol oynayabildigi bildirilmektedir
(Al Saedi ve ark., 2022, Tekelioglu, 2025). Antijenik varyasyon ve IBV serotipleri arasinda
gozlenen diisiik capraz koruma diizeyi nedeniyle, siirekli yeni serotiplerin ortaya ¢ikisi kontrol
programlarmin etkinligini zorlastirmaktadir (Dolz ve ark., 2008). Bu durum, ozellikle yeni
varyantlarin hizli ve dogru sekilde teshisi ve mevcut asi suslari ile karsilastirilmasinin 6nemini
vurgulamaktadir (De Wit, 2000).

IBV’nin genetik cesitliligi Zhao ve ark. (2023) tarafindan gdzden gecirilmis olup su sekilde
Ozetlenmektedir: RNA viriislerinin hizli evrimi; yliksek mutasyon oranlari, kisa jenerasyon siireleri
ve biiyiik popiilasyon biiyiiklikleriyle aciklanmakta ve son 100 yildaki bir¢ok viral salginin
temelinde yer almaktadir (Grellet ve ark., 2022). RNA viriisleri arasinda en yiiksek mutasyon
oranlarindan birine IBV sahiptir (Thébaud ve ark., 2010; Echeverria ve ark., 2015). Ozellikle S1

glikoproteininin hipervaryabl bolgelerinde mutasyon ve rekombinasyonlar sikca meydana gelmekte



olup, bu durum yeni varyant, serotip veya genotiplerin siirekli olarak ortaya ¢ikmasina yol

agmaktadir (Webb ve ark., 2022; Kumar ve ark., 2022).

1.1.4. Hastaligin Korunma ve Kontrolii

IBV’nin kontrolii, uygun yonetim ve uygulama programlarinin bir arada yiiriitiilmesiyle
miimkiindiir. Bu kapsamda, “all-in/all-out” {iretim periyotlarinin dogru sekilde uygulanmasi, siirii
yogunlugunun uygun sinirda tutulmasi ve optimum hava kalitesinin saglanmasi gibi 6nlemler yer alir
(Ignjatovic ve Sapats, 2000). ilk ve en 5Snemli savunma hatt1 olarak biyogiivenlik, malzeme, hayvan,
atik/giibre ve personel hareketlerini diizenleyen i¢ ve dis tedbirlerin siki sekilde uygulanmasini
gerektirir (Racicot ve Vaillancourt, 2017; Van Limbergen ve ark., 2018). Enfeksiyon riskini
azaltmak adina, iiretim dongiileri arasinda yeterli bos birakma siiresi tanimak ve her dongii
sonrasinda etkin dezenfeksiyon yontemleri uygulamak esastir. Ciftlikler arasindaki yakinlik veya
yatay temaslar ile c¢evresel kosullar gibi faktorlerin de etkili olabildigi, isletme yogunlugunun
artmasiyla viriisiin hava yoluyla tasinma riskinin yiikselebilecegi bildirilmistir (Franzo ve ark.,
2020). Yine de tek basina biyogiivenlik uygulamalari, hastalik bulasmasini tamamen
engelleyememektedir. Bu nedenle asilama, klinik belirtileri hafifletmek ve enfeksiyon basincini
azaltmak i¢in en etkili ve yaygin uygulamadir¢ ancak asinin enfeksiyonu tamamen engellemedigi,
sadece Dbelirtileri hafiflettigi unutulmamalidir (Matteo ve ark., 2020). Ticari kiimes
hayvanciliginda**, hem canli atenlic hem de inaktif agilar kullanilarak kontrol saglanmaya calisilir.
Birden fazla antijen iceren multivalent agilar, IBV serotipleri arasinda ¢apraz koruma olmadigi igin
genis kapsamli bagisiklik saglayabilir (Cavanagh, 2007; Dhama ve ark., 2014). Bircok iilkede, bir
giinliik civcivlere diigiik virtilanshi IBV asis1 uygulanmasi, ardindan igme suyuyla daha viriilant bir
ag1 ile pekistirme yapilmasi yaygindir. Diisiik viriilanslh agilar, solunum sistemi reaksiyonuna neden
olmasa da, solunum yolunu korumak i¢in her zaman yeterli bagisiklik olusturmaz (Kataria ve ark.,
2005). Damizlik ve yumurtaci tavuklar ise yag emiilsiyonlu inaktif as1 yapilmadan 6nce canli ateniie
IBV agis1 uygulamak gerekirt yag emiilsiyonlu inaktif asilar, yaklasik 17 haftalik yasta ve
yumurtlama baslamadan verilmeli, yumurtlama déneminde uygulanmamalidir (Jackwood ve ark.,
2009; Liu vd., 2009). Uygun kosullarda yapilan asilama, uzun siireli bagisiklik yanit1 olusturabilir
(Cook ve ark., 2012; Dhama ve ark., 2014; Ramakrishnan ve Deepthi, 2019).

1.2. Avian Enfeksiy6z Bronsit Viriisii
1.2.1. Enfeksiyoz Bronsit Viriisii ve Sus Varyasyonlari

IBV, Coronaviridae familyasi, Coronavirinae alt familyas1 ve Gammacoronavirus cinsine ait
bir viriistiir. Zarfli yapiya sahip viral genom, yaklasik 27.5-28 kb uzunlugunda tek iplikgikli, pozitif
polariteli bir RNA’dan olusmaktadir (Cavanagh ve Gelb, 2008). Genom, 5' ve 3' UTR bdlgeleri ile
bir poli(A) kuyrugunu kapsar. Genomun biiyiik kism, birbirleriyle ortiisen iki agik okuma gercevesi

(ORFla ve ORF1b) icerir. Bunlar sirasiyla biiyiik poliproteinler (1a ve lab) olarak ¢evrilir ve



replikasyon ile transkripsiyon kompleksinin olusumuna katkida bulunur (Cavanagh, 1997; Khataby
ve ark., 2016b).

Virionlar dort ana yapisal proteinden olusur: spike (S), zarf (E), membran (M) ve
niikleokapsid (N) proteinleri (Cavanagh, 2005). Ayrica iki aksesuar gen (ORF3 ve ORFS5)
tanimlanmistir; bunlar sirasiyla 3a, 3b ve 5a, S5b aksesuar proteinlerini kodlar (Lai ve Cavanagh,
1997). Tek iplik¢ikli RNA viriisii olmas1 nedeniyle, IBV hem spontan mutasyonlar hem de genetik
rekombinasyon yoluyla biiylik degisim kapasitesine sahiptir (Cavanagh ve Gelb, 2008). Bu olaylar
ozellikle S geninin hipervaryabl bolgelerinde gerceklestiginde, yeni varyantlarin ortaya ¢ikma
olasilig1 artmaktadir.

IBV’nin S proteini, virionun zarf ylizeyinde ¢omak seklinde ¢ikintilar olusturan ve antijenik
ile immiinojenik 6zellikler agisindan en kritik proteindir. Tiim koronaviriislerde spike glikoproteini,
S proteininin lipid ¢ift tabakaya tutunmasini saglayan dort bolge igerir. Koronaviriisler arasinda S
polipeptidinin biiyiikliigii acisindan belirgin farkliliklar vardir; bilinen en kisa S proteini yaklasik
1160 amino asitten olusan IBV’ye aittir (Williams, 2010).

S proteini iki alt birimden olusan bir trimerdir: N-terminalde yer alan S1 alt birimi (535 aa)
ve C-terminaldeki S2 alt birimi (627 aa) (Cavanagh, 1997). S1 alt birimi viriisiin konak hiicreye
baglanmasinda rol oynar ve noétralizan antikor yanitlarmi uyarir. Bu nedenle S1 bolgesindeki
mutasyonlar, farkli serotiplerin ve salginlarla iligkili yeni varyantlarin ortaya ¢ikmasina yol agar. S
proteininin tiim gen dizisi birgok IBV susu i¢in sekanslanmistir (Jackwood ve ark., 2003; Toro ve
ark., 2014; Ellis ve ark., 2018).

S proteini, membrana S2 ile baglanirken S1 membranla smirli veya hi¢ temas etmez; esas
olarak proteinin u¢ kismini olusturur. S1-S2 birlikteligi zayif olup, intrapeptid disiilfit baglar1 igerir
(Molenaar ve ark., 2020). IBV’nin S1 alt birimi, konak baglanmasi ve bagisiklik yanitlarinin
hedeflenmesi agisindan kritik olup, nétralizan ve hemagliitinasyon inhibisyon antikorlarini indiikler
(Alvarado ve ark., 2003; Van Beurden ve ark., 2017). Ayrica S proteini yiiksek derecede
glikozilasyona sahiptir hem S1 hem de S2 glikozile edilmistir (Williams, 2010).

Giiniimiizde, pek ¢ok iilkenin kendi yerel IBV varyantlariin bulundugu ve bunlarin ilk izole
edildikleri laboratuvar ya da arastirmacilarin isimleriyle adlandirildigi bilinmektedir (6rnegin
Massachusetts, Connecticut, Arkansas, D274, QX). Cogu yeni varyant uzun siire ¢ogalamazken,
bazilar1 ortaya ¢ikarak kiiresel veya bolgesel dl¢ekte ekonomik dnem kazanabilmektedir (Awad ve
ark., 2014). Diinya genelinde birgok IBV serotipi bulundugundan, tavuklarda enfeksiyoz bronsit
kontrolii i¢in ilgili serotiplere uygun asilarin kullanilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Saito ve ark.,
2022).

IBV’nin etkin kontrolii, yoksullugun azaltilmasi, et ve yumurta yoluyla gida giivenliginin
saglanmas1 ve iilke ekonomisinin desteklenmesi agisindan kritik dneme sahiptir. Ulkede iiretilen

kiimes hayvanlarinin yaklasik %20’si ticari olarak yetistirilirken, geri kalan1 geleneksel yontemlerle



yetistirilmektedir. Bu durum, siiriilerin hastaliklara, yirticilara, veteriner bakim eksikligine ve diger

sinirliliklara maruz kalmasina yol agmaktadir (Berhanu ve ark, 2025).
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Sekil 1.4. Enfeksiydz Bronsit Viriisii (IBV)

1.2.2. Tavuk Enfeksiyoz Bronsit Viriisiiniin (IBV) Yayginhgi

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 1931 yilinda yeni ¢ikmig civcivlerden izole edilen ilk
koronaviriis Enfeksiy6z Bronsit Viriisii (IBV) olmustur (Schalk ve Hawin, 1931). Tavuklar IBV’nin
dogal konaklaridir; ancak tavus kusu, gilivercin, ordek, kaz, bildircin, siiliin, papagan, hindi ve
penguen gibi diger kus tiirlerinden de izole edilmistir (Bande ve ark., 2017; Cavanagh ve ark.,
2002; Milek ve Blicharz-Domanska, 2018). Enfeksiy6z Bronsit (IB), IBV’nin ilk izolasyonunu
takiben 1990’lardan 6nce birgok iilkede tanimlanmis ve kiiresel 6lgekte yaygin bir hastalik haline
gelmistir (Cavanagh, 2007; Bande ve ark., 2017). Viriisiin yiiksek mutasyon hizi, hizli yayilim ve
farkli serotipler arasinda yetersiz ¢capraz koruma nedeniyle, pek ¢ok iilkede birden fazla serotip veya
genotipin birlikte bulunmasi olagan bir durumdur.

IBV suslari, tam S1 gen sekansi temel alinarak alt1 ana genotip ve bunlara ait 32 farkli viral
soy icine smiflandirilmistir (Valastro ve ark., 2016). Bu soylarin cografi dagilimi ve genetik
cesitliligi biiyiik olgiide degisiklik gdstermektedir. Ornegin Mass-tipi, 4/91 (793B veya CR88)-
benzeri, D274-benzeri, D3128, QX-benzeri ve Italy02 soylar diinya ¢apinda yaygin olarak rapor
edilmistir (Bande ve ark., 2017). Buna karsin, GI-23 soyu (Variant-2 viriislerini igeren grup) daha
¢ok Orta Dogu bolgesinde goriilmektedir (Valastro ve ark., 2016).

Her genotipin kokeni, evrimsel siiregleri ve bulasma dinamikleri farklilik gosterse de canli
kanatl ticareti ve eksojen canli agilarin kullanimu gibi ortak faktdrler IBV nin farkli iilkeler arasinda

yayllmasina katkida bulunmaktadir (Abozeid, 2023; Lee ve ark., 2024). Ornegin, Avustralya



kaynaklt JAAS ve J9 as1 suslarindan tiireyen GI-5 ve GI-6 genotiplerinin Cin’e giris yapmasi,
iilkedeki IBV popiilasyonlarinin genetik gesitliligini artiran bir unsur olmustur (Liu ve ark., 2006).

IBV’nin diinya genelindeki hizl1 yayilimi, kapsamli siirveyans ¢aligmalarinin kritik nemini
vurgulamaktadir. Kanath siiriilerinde veya iirlinlerinde yiiriitiilecek aktif slirveyans uygulamalari
sayesinde yeni IBV varyantlari erken donemde saptanabilir; bu da viriisiin kontroliine katki saglar ve
ayni zamanda evrimsel ve epidemiyolojik dinamiklerin kiiresel olgekte izlenmesine destek olur

(Cavanagh, 2007).

1.3. Enfeksiyoz Bronsit Viriisiiniin (IBV) Teshisi
1.3.1.Viriis Izolasyonu

Enfeksiyoz Bronsit Viriisii (IBV) enfeksiyonunun tanisinda hem geleneksel hem de daha
ileri yontemler kullanilmaktadir. Hangi testin tercih edilecegi; ornek tiiriine, test materyalleri ve
laboratuvar imkanlarinin mevcudiyetine, raporlama siiresine, testin amacina ve testin sahada mi1
yoksa laboratuvar ortaminda m1 gerceklestirildigine bagh olarak degismektedir (Al Saedi ve ark.,
2021).

Virilis izolasyonu, Ramakrishnan ve Deepthi (2019) tarafindan kapsamli sekilde
degerlendirilmistir. Trakea, IBV enfeksiyonunun ilk hedef organmi oldugundan, enfeksiyonun
baslangicindan sonraki ilk hafta igerisinde trakeal svaplar ve trakea dokular1 en uygun 6rnek
materyali olarak kabul edilmektedir. Enfeksiyon baslangicindan bir haftadan fazla siire gegtiginde
ise postmortem muayenelerde kloakal svaplar veya gekal tonsiller tercih edilmektedir. Bunun nedenti,
viriisiin Oncelikle iist solunum yollarinda ¢ogalmasi ve daha sonra solunum dis1 organlara
yayllmasidir. Bu siire¢ sonucunda viriis, trakeadan bagirsak dokularina kiyasla daha erken
temizlenmektedir (Alexander ve Gough, 1977; Jones ve Ambali, 1987; Lucio ve Fabricant,
1990). Klinik dykiiye bagli olarak akciger, bobrek ve ovidukt gibi diger organlardan da drnekleme
yapilmast gerekebilir. Ayrica, dogrudan 6rnek aliminin zor oldugu siiriilerde sentinel tavuklar
kullanilabilir; bu hayvanlar problemli siiriiye yerlestirilir ve yaklasik bir haftalik temas siiresinin
ardindan 6rnekleme amaciyla ¢ikarilir (Gelb ve ark., 1989).

Enfeksiyoz Bronsit Viriisii (IBV) tanisinda uzun yillar boyunca altin standart olarak kabul
edilen yontem, viral genom izolasyonu olmustur (Stephensen ve ark., 1999). Ancak serolojik testler
ve viral genom izolasyonu gibi geleneksel tani yontemleri, diisiik duyarliliklar1 ve zaman alici
olmalari nedeniyle sinirli kalmaktadir. Buna karsilik, Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR), Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve genom dizileme gibi molekiiler
teknikler; yiiksek duyarlilik, hizli sonu¢ alma ve yiiksek dogruluk saglamalar sayesinde biiylik
Olciide geleneksel yontemlerin yerini almistir. Bu molekiiler araglar yalnizca glivenilir tan1 imkani
sunmakla kalmamakta, ayn1 zamanda yeni viral suslarin kisa siirede genotiplendirilmesine de olanak

saglamaktadir (Adzhar ve ark., 1997; Al Saedi ve ark., 2021).



Bununla birlikte, farkli siiflandirma yontemleri arasindaki iliski halen karmasik olup tam
anlamyla standardize edilememistir. Ozellikle S1 proteini icerisindeki amino asit degisiklikleri,
serotip farkliliklarinin belirlenmesinde kritik rol oynamaktadir. Mutasyonun bulundugu bolge ve bu
degisikligin capraz bagisiklik {lizerindeki etkisi, yeni serotiplerin ortaya c¢ikmasinda belirleyici
faktorlerdir (Cavanagh ve ark., 1997; Abdel-Moneim ve ark., 2006).

1.3.2. IBV Genomunun Kesfi

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi, viriisiin enfeksiy6z
ozelliginden bagimsiz olarak viral genomun varligimi tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir. Bu
yontem, enfekte kuslardan elde edilen &rneklere dogrudan uygulanabilmektedir. Orneklerden elde
edilen viral RNA, genomun belirli bolgelerine 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak RT-PCR ile
cogaltilabilir. Primerler, farkli IBV suslarina 6zgii olan S1 geninin hiperdegisken bolgelerindenya da
genomun korunan bdlgelerinden tasarlanabilmektedir. Genellikle ¢ogaltilan en korunakli kisim,
spike geninin S1 bolgesi olmaktadir. Ileri primer, 5’ untranslated region (UTR)’nin korunakli
kismindan, geri primer ise spike geninin S2 kismindaki korunakli bolgeden tasarlanmaktadir (Raj ve
Jones, 1997). Bu primerler yaklagik 1.5 kb’lik bir fragman ¢ogaltmaktadir (Rasschaert ve Laude,
1987; Rocha ve ark., 1991).

Gegmiste kullanilan dehemagliitinasyon inhibisyonu (IHA) ve seronétralizasyon (SN)
yontemleriyle yapilan serotiplendirme, biiyiik 6l¢iide RT-PCR ve genotiplendirme yontemleri ile yer
degistirmistir. Antijenik varyasyonun molekiiler temeli, genellikle spike (S) proteinini kodlayan
genin veya daha spesifik olarak S1 alt birimini kodlayan genin niikleotid dizilenmesiyle
incelenmektedir. S1 alt birimi, nétralizan antikorlarla tanimlanmis en fazla epitopu igermesi
nedeniyle kritik 6neme sahiptir (Alvarado ve ark., 2003).

Molekiiler tekniklerin en biiyiik avantaji, hizli sonu¢ vermeleri ve kullanilan testlere bagl
olarak ¢ok cesitli genotipleri tespit edebilme kapasiteleridir. Ozellikle S1 geninin tamisal agidan
onemli bir fragmaninin niikleotid dizilenmesi, IBV suslarini ayirt etmede en yararli tekniklerden
biridir ve gilinlimiizde bircok laboratuvarda tercih edilen yontem héline gelmistir. Dizileme
calismalar1 ayrica IBV suslar1 arasinda rekombinasyon olaylarinin sikga meydana geldigini de
gostermistir. RT-PCR {iriiniiniin (S1 geninin hiperdegisken ug¢ kismi) dizilenmesi, daha 6nce IBV
olarak tanimlanan izolatlarin veya yeni yabani varyantlarin teshisi i¢in kullanilabilmektedir
(Khataby ve ark., 2020).

Dizileme yoluyla elde edilen varyant ve yabani izolatlarin referans suslarla karsilagtirilmasi,
bunlarin akrabalik derecelerinin belirlenmesinde 6nemli avantajlar saglamaktadir. Bu nedenle, S1
genine dayali filogenetik analiz, IBV genotip ve serotiplerini ayirt etmede en yararl strateji olarak
kabul edilmektedir. Bu yaklagim, serotiple gii¢lii bir korelasyon gostermekte ve her cografi bolge

i¢in uygun asi serotiplerinin se¢ilmesine olanak tanimaktadir (Jackwood, 2012).
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S1 genindeki yliksek degiskenlik, IBV’nin yeni serotip ve genotiplerinin ortaya ¢ikmasinin
temel nedenidir. Bu durum, 6zellikle insertions, deletions ve substitutions gibi yogun mutasyonlarla
iligkilidir. Ayrica, S1 geninde gozlenen bu degiskenlik, baz1 diger avian koronaviriislerde de hiicre

tropizminin belirlenmesinde rol oynamaktadir (Alvarado ve ark., 2003).

14. Konvansiyonel PCR ile Gercek Zamanh PCR Arasindaki Farklar — Tespit ve Tamidaki
Onemi

Konvansiyonel PCR ve ger¢ek zamanli PCR (real-time PCR, qPCR) belirli niikleik asit
dizilerini saptamak i¢in kullanilan molekiiler yontemlerdir. Ancak, metodoloji, duyarlilik ve tanisal
uygulamalar agisindan belirgin farkliliklar gostermektedir.

Konvansiyonel PCR, DNA’y1 ¢ogaltmakta ve sonuglar ancak reaksiyon tamamlandiktan
sonra jel elektroforezi ile gorsellestirilmektedir. Bu yontem, bir patojenin varligini ya da yoklugunu
dogrulamada giivenilir olsa da kantitatif bilgi saglamaz. Ayrica, sonradan gerceklestirilen analiz
basamaklar1 nedeniyle kontaminasyon riski artar ve islem siiresi uzar (Mackay ve ark., 2002).

Buna karsilik, gercek zamanli PCR (qPCR), DNA’nin ¢ogaltilma siirecini fluoresan boyalar
veya problar araciligiyla anlik olarak izleme imkani sunar. Bu sayede, hem hizli ve duyarli bir sekilde
tespit yapilabilir hem de viral ylikiin kantitatif 6l¢limiigergeklestirilebilir. Bu 6zellik, enfeksiyon
siddetinin degerlendirilmesinde ve hastalik seyrinin izlenmesinde kritik 6neme sahiptir. Ayrica,
gercek zamanli PCR’nin igleme siiresini kisaltmasi ve post-PCR islem adimlarini en aza indirmesi,
kontaminasyon riskini belirgin sekilde azaltmaktadir (Callison ve ark., 2006).

Her iki yontemin birlikte kullanimi, tamamlayici avantajlar sunmaktadir: Gergek zamanli
PCR, erken, dogru ve kantitatif tani igin ideal iken, konvansiyonel PCR, dogrulama testlerinde ve
dizileme ¢aligmalarina hazirlikta faydali olmaktadir. Bu iki yaklasimin entegrasyonu, tanisal
giivenilirligi artirmakta ve IBV gibi viral enfeksiyonlarin daha kapsamli anlasilmasina katkida
bulunmaktadir (Heid ve ark., 1996).

1.5. Molekiiler Tanida Spektrofotometrelerin Kullanim

Spektrofotometreler, 151k enerjisini ya da 151 yogunlugunu 6l¢mek amaciyla kullanilan
cihazlardir ve geleneksel olarak kuvars kiivetler ile calistirilmigtir. Teknolojideki ilerlemeler
sayesinde artik kapiller tip tiipler veya mikroplakalar kullanilarak da 6l¢iim yapilabilmektedir.

Giiniimiizde kullanilan mikro-hacimli spektrofotometreler (ayn1 zamanda kiigiik ya da diisiik
hacimli spektrofotometreler ya da nano-spektrofotometreler olarak da adlandirilir), 0.5 pL ile 2 pLb
arasindaki 6rnek hacimlerini 6l¢ebilmektedir. Baz1 gelismis modeller ise daha da diisiik hacimlerde
6l¢iim yapma kapasitesine sahiptir.

Bu cihazlar, 6zellikle niikleik asitler ve proteinler gibi degerli biyolojik 6rneklerde, cok kiigiik
miktarlarda materyal kullanarak hizli ve dogru olgiimler yapilmasina olanak tanimaktadir

(Sambrook ve Russel, 2001).
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1.6. Adana Qli/Tiirkiye'de AvCoV'lerin yayginhiginin incelenmesinin 6nemi
1.6.1. Tiirkiye’de IBV’nin Epidemiyolojisi ve Genetik Dizilenmesi

Avian Diseases dergisinde yayimlanan bir ¢alismada, Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki 49
broyler ve 14 yumurtac1 siiriiden elde edilen 6rneklerde, Enfeksiydz Bronsit Viriisii’niin (IBV) S1

gen dizileri analiz edilerek genetik kokeni ve ¢esitliligi arastirilmigtir. Arastirma sonuglarina gore

e  Broyler siiriilerinde saptanan viriisler, Ma5, H120 ve M41 gibi as1 suslarina benzerlik
gostermistir.

e Baz viriislerin ise Israil kokenli varyant-2 suslariyla yakin genetik iliskili oldugu
belirlenmistir.

e  Yumurtaci siiriilerdeki viriisler, broyler siiriilerinden elde edilenlerden genetik olarak

ayrigmis ve bu durum farkli bulasma dinamiklerine isaret etmistir.

Bu ¢alisma, IBV’nin genetik ¢esitliliginin anlasilmasinda dizileme ¢aligmalarinin énemini
vurgulamakta ve hastalik kontrol stratejilerinin gelistirilmesine yonelik degerli bilgiler sunmaktadir

(Yilmaz ve ark., 2016).

1.7. IBV’de S1 Geninin Onemi

PMC’de yayimlanan aragtirmalar, IBV’nin S1 geninin yiiksek diizeyde degiskenlik
gosterdigini ve viriislin konak hiicrelere tutunmasinda ile bagisiklik yanitindan kagisinda kritik rol
oynadigint vurgulamaktadir. Bu genin dizilenmesi, dolasimdaki suslarin dogru bir sekilde
tanimlanmasina olanak saglamakta ve bu durum, etkili asilarin gelistirilmesi ve mevcut asilarin
etkinliginin korunmas1 agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Calismada ayrica, Israil varyant-2
susunun Orta Dogu’da, 6zellikle Tiirkiye’de yaygin oldugu ve siirekli evriminin mevcut agilama
programlari i¢in ciddi zorluklar olusturdugu bildirilmistir (Khataby ve ark., 2020).
1.8. Kirsal Kiimes Hayvanciiginda Benzersiz Epidemiyolojik Ozellikler

Tiirkiye’de yiiriitiilen bir siirveyans ¢alismasi, solunum yolu bulgular1 gésteren hem broyler
hem de yumurtaci isletmelerde en yaygin viriisiin IBV oldugunu ortaya koymustur. Arastirma, bu
siiriilerde dolasan belirli IBV genotiplerini de tanimlamis ve bu durumun, yerel bulagma
dinamiklerini anlamaya yonelik hedeflenmis epidemiyolojik ¢alismalarin gerekliligini vurguladig

belirtilmistir (Ardich ve ark., 2022).

1.9. Tiirkiye’de IBV Arastirmalarimin Onemi
Avian Diseases dergisinde yayimlanan bir ¢aligmada, Tiirkiye’de hem broyler hem de
yumurtact siiriilerde asiya benzer suslar da dahil olmak iizere genetik olarak farkli IBV suslarinin

dolagimda oldugunu gostermistir. Bu bulgular, Tiirkiye kanath endiistrisinde hedefe yonelik kontrol
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stratejilerinin gelistirilmesi, as1 etkinliginin artirilmasi ve ekonomik kayiplarin azaltilmasiigin siirekli

aragtirmalarin zorunlu oldugunu ortaya koymaktadir (Yilmaz ve ark., 2016).

1.10. Biyogiivenlik ve global literatiir degerlendirmesi

Biyogiivenlik, kanatli iiretim sistemlerinde bulasic1 hastalik etkenlerinin girigini ve
yayilimimi Onlemeye yonelik onlemlerin uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu kavram, tiim
kanatli tiretim tiplerinde (ticari, yar1 entansif ve serbest sistem) hastalik riskini azaltmak amaciyla
benimsenen tutum, davranis ve yonetim uygulamalarimin biitiiniinii kapsamaktadir (FAQO, 2008;
Van Limbergen ve ark., 2017). Klasik biyogiivenlik unsurlar1 izolasyon, trafik kontrolii ve
sanitasyon olmak iizere ii¢ baslik altinda toplanmaktadir (Kouam ve ark., 2018). Bu onlemler,
patojen girisini Onleyen dis biyogiivenlik, sirii i¢i bulasmay1 azaltan i¢ biyogiivenlik ve enfekte
isletmelerden hastalik yayilimii engelleyen biyokapsama olarak siniflandirilmaktadir (CSHB,
2010). Uygun kiimes tasarimu, ¢it sistemleri, dezenfeksiyon rutinleri ve personel hijyeni, patojenlerin
giris ve yayilimini en aza indirmede kritik rol oynamaktadir (Pierson, 2001; Eltholth ve ark., 2016).

Gelismekte olan iilkelerde ev tipi (arka bahge) ve serbest dolasan tavukculuk sistemleri,
kanath iiretiminin biiylik bir boliimiinii olusturmaktadir. Bu sistemlerde biyogiivenlik diizeyinin
diisiik olmasi, Newcastle hastaligi (ND) ve yiiksek patojeniteli kus gribi (HPAI) gibi enfeksiyonlarin
yayilim riskini artirmaktadir (Conan ve ark., 2012; Alders ve Spradbrow, 2001). Bu tiir liretim
sistemlerinde tavuklar yabani kuslar, kemirgenler ve diger hayvan tiirleriyle dogrudan temas halinde
olup, hastalik kontroliinii gii¢lestirmektedir (Hamilton-West ve ark., 2012). Biling eksikligi,
diizensiz asilama uygulamalar1 ve kontrolsiiz hayvan hareketleri, IBV, NDV ve HPAI gibi
patojenlerin kirsal alanlarda kaliciligina katkida bulunmaktadir (Alhaji ve Odetokun, 2011;
Maduka ve ark., 2016). Cit ¢ekilmesi, ekipman ve yemliklerin temizligi, dis siiriilerle temasin
sinirlandirilmasi gibi basit yonetim onlemleri bulagma riskini 6nemli Ol¢iide azaltabilmektedir
(FAO, 2008; OIE, 2021).

Biyogiivenligin kiiclik 0Olcekli iireticiler agisindan sosyo-ekonomik 6nemi de birgok
arastirmada vurgulanmistir. Kirsal alanlarda tavuk yetistiriciligi genellikle ek gelir kaynagi olarak
yapilmakta; ancak hastalik kaynakli kayiplar beslenme ve ekonomik agidan ciddi sonuglar
dogurabilmektedir (Harvey ve ark., 2003; Olwande ve ark., 2010). Yeni alinan hayvanlarin
karantinaya alinmasi, temiz yem ve su kaplarinin kullanilmasi, 6lii hayvanlarin uygun sekilde imha
edilmesi gibi uygulamalar hem hayvan hem de halk saglig1 acisindan riskleri azaltmaktadir (Permin
ve Detmer, 2007; Butcher ve Yegani, 2008; Tekelioglu veAl-Saedi, 2021). FAO ve OIE, kiigiik
Olgekli iiretim sistemlerinde tutarli biyogiivenlik uygulamalarinin siirdiiriilmesinin, enfeksiyoz
brongit (IBV) ve diger smir asan kanathi hastaliklarinin kontrolii i¢in zorunlu oldugunu

vurgulamaktadir (FAQ, 2008; OIE, 2021).

Calismanin Amaclari
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Bu caligmanin temel amaci, Tirkiye’nin Adana ilinde serbest dolasan kdy tavuklarinda
Enfeksiydz Bronsit Viriisii’niin (IBV) prevalansini ve molekiiler epidemiyolojisini arastirmaktir. Bu

kapsamda caligma 6zel olarak su hedefleri igermektedir:

1. Adana ilinin farkl il¢elerindeki siipheli siiriilerde, trakeal ve ¢ekal siiriintiilerden elde
edilen viral RNA’min RT-PCR yontemiyle tespiti yoluyla IBV prevalansinin
belirlenmesi.

2. IBV pozitif saha izolatlarinin, antijenisite ve genotip siniflandirmasinin temel
belirleyicisi olan S1 glikoprotein geninin kismi bir bélgesinin dizilenmesi yoluyla
genetik olarak karakterize edilmesi.

3.  Yerel IBV sahaizolatlar ile as1 ve saha suslar1 dahil olmak iizere kiiresel referans suslar
arasindaki genetik iligkilerin BLAST niikleotid benzerlik analizi ve filogenetik agac
olusturma yontemleriyle karsilagtirilmasi.

4. Saha izolatlar ile referans suslar arasindaki genetik farkliliklarin degerlendirilerek,
olast yeni varyantlarin, rekombinasyon olaylarinin veya asidan kagan suslarin
tanimlanmasi.

5. Kirsal ve kiicliik o6lcekli kiimes hayvanciligi iiretim sistemlerinde IBV’ye karsi
gelecekteki siirveyans calismalari, agilama stratejileri ve kontrol 6nlemleri igin temel

molekiiler verilerin saglanmasi.

Hedefler

Belirlenen amaglara ulagsmak i¢in ¢alisma su sekilde tasarlanmustir:

1. Adana ilinin farkli ilgelerinde, IBV enfeksiyonu siiphesi bulunan serbest dolasan kdy
tavuklarindan trakeal ve ¢ekal siiriintii 6rneklerinin toplanmasi.

2. Pozitif 6rneklerden elde edilen viral RNA iizerinde RT-PCR yontemiyle IBV nin tespit
edilmesi ve S1 glikoprotein geninin kismi bolgesinin dizilenmesi.

3. Saha izolatlar1 ile kiiresel referans suslar arasindaki niikleotid benzerliginin
degerlendirilmesi amactyla BLAST analizlerinin yapilmasi.

4. Filogenetik agaclarin olusturularak genetik iligkilerin ve kiimelenme paternlerinin
belirlenmesi.

6. Bolgedeki IBV’nin genetik ¢esitliliginin ve evrimsel egilimlerinin yorumlanmasi,

boylece kontrol ve agilama stratejilerinin sekillendirilmesine bilimsel katki saglanmas.
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2. ONCEKI CALISMALAR

e Infeksiyoz Bronsitis (IB)

Infeksiydz Bronsitis (IB), kanath sektoriinde hem ticari hem de kirsal iiretim sistemlerini
etkileyen, yiiksek bulagiciliga sahip, ekonomik olarak 6nemli bir viral solunum sistemi hastaligidir.
Hastaligin etkeni olan avian infectious bronchitis virus (IBV), Coronaviridae ailesine ve
Gammacoronavirus cinsine aittir. Pozitif polariteli tek iplik¢ikli RNA genomuna sahip olan bu virds,
yiiksek mutasyon orani ve rekombinasyon yetenegi sayesinde sahada kisa siirede yeni varyantlarin
olugmasina elveriglidir. Bu o6zellik, antijenik ¢esitliligin artmasina ve asi suslariyla saha suslar
arasindaki uyumsuzlugun biiyiimesine yol agmakta, bdylece hem as1 korumasinin azalmasina hem
de enfeksiyonun sahada siirekli olarak varligini siirdiirmesine neden olmaktadir (Kardogan ve ark.,

2022).

e Tiirkiye’de IBV’nin Tarihgesi ve Epidemiyolojik Durumu

Tirkiye’de IBV enfeksiyonu ilk kez 1978 yilinda Ankara’da rapor edilmistir. 1980°1i
yillardan itibaren hastalik iilke genelinde endemik hale gelmis ve klasik Massachusetts asi
suslarindan genetik olarak ayrismis ¢cok sayida saha varyanti bildirilmistir. Balikesir, Canakkale,
Bursa ve Manisa illerinde yiiriitilen kapsamli bir saha calismasinda broyler kiimeslerinin
%90,58’inde IBV pozitifligi saptanmis ve baskin genotipin IS/1494/06 (GI-23) oldugu belirlenmistir
(Uludag University, 2025). Bu oran, Tiirkiye’de IBV nin yayginligini ve saha varyantlarinin giiclii
dolagimini agikca gostermektedir.

I¢c Anadolu Bélgesi’nde yapilan serolojik galismalarda antikor titrelerinin 1-18.903 arasinda
degistigi, varyasyon katsayilarmin (%CV) ise %0-84 arasinda oldugu bildirilmistir (Cakmak ve
ark., 2021). Bu durum, siirii i¢i bagisiklik heterojenliginin yiiksek oldugunu ve uygun olmayan

asilama stratejileri veya antijenik uyumsuzluklarin koruma = diizeylerini  sinirladigini

diisiindiirmektedir.

o  Molekiiler Diizeyde Cesitlilik ve Filogenetik Yap1

Yilmaz ve ark. (2016), Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen broyler ve yumurtaci
tavuk orneklerinde S1 gen bolgesini analiz etmis ve broyler siiriilerinde %83,6, yumurtaci siiriilerde
%64,2 oraninda IBV RNA pozitifligi saptamistir. Filogenetik analizler, saha izolatlarinin bir
kismiin klasik as1 suslar1 (Ma5, H120, M41) ile yakin iliskili oldugunu, bir kismiin ise Israil
kaynakli Variant-2 (IS/1494/06) ve Asya kokenli varyantlara benzedigini ortaya koymustur. Bu
durum, Tiirkiye’de ayn1 anda birden fazla genotipin dolasimda oldugunu gostermektedir.

Ardich ve ark. (2022) tarafindan yiiriitiilen ulusal siirveyans ¢aligmasinda, IBV’nin halen
kanath endiistrisinde onemli bir enfeksiyon baskist olusturdugu ve siklikla diger respiratuvar

ajanlarla (ILTV, AMPV, ARV vb.) ko-enfeksiyonlar halinde goriildiigii rapor edilmistir.
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Ayrica, yapilan karsilagtirmali filogenetik analizler, Tiirkiye’de bildirilen 1S/1494/06
varyantinin Suriye’den izole edilen IBV suslartyla %99’un iizerinde niikleotid benzerligi gosterdigini
ortaya koymustur (BMC Vet Res, 2020). Bu yiiksek benzerlik orani, Ortadogu bolgesinde suslarin
karsilikli gegislerinin gergeklestigini diistindiirmektedir.

e Bolgesel ve Kiiresel Perspektif

Diinya genelinde farkli cografi boélgelerde c¢ok sayida IBV genotipi ve soy hatti
tamimlanmistir (Bayry ve ark., 2005; Awad ve ark., 2016; Ababneh ve ark., 2014). Orta Dogu’da,
ozellikle Tiirkiye ve Irak’ta Massachusetts (H120, Ma5) as1 suslarina karsi sinirh ¢apraz koruma
saglayan coklu genotiplerin eszamanli dolasimda oldugu bildirilmektedir. Antijenik olarak farkli
saha varyantlarinin ortaya ¢ikmasi, asi korumasini azaltmakta, enfeksiyonun kontroliinii
giiclestirmekte ve slirveyans ¢alismalarinin 6nemini artirmaktadir (Jordan, 2017).

Kahya ve ark. (2013) ile Sevimli ve ark. (2015) tarafindan yapilan molekiiler
epidemiyolojik arastirmalar, Tiirkiye’de QX-benzeri, 4/91 ve yerel varyantlarin baskin oldugunu
ortaya koymustur. Benzer sekilde, Irak’ta hem as1 kaynakli hem de yerel saha suslarinin bulundugu,
komsu iilkelerle kismi genetik benzerlik gosterdigi ve bunun siir Otesi viral gecislerle iliskili

olabilecegi bildirilmistir (Raheem ve ark., 2018).

e Koy Tavukculugu ve Biyogiivenlik Faktorleri

IBV’nin kalici dolagiminda koy tavukculugu sistemlerinin onemli bir rol oynadigi
belirtilmektedir. Diisiik biyogiivenlik 6nlemleri, diizensiz veya eksik agilama uygulamalari, viriisiin
korunmasina ve evrimlegsmesine uygun bir rezervuar olusturmaktadir. Bu durum, yeni varyantlarin
ortaya cikisini kolaylastirmakta ve enfeksiyonun kontroliinii gili¢lestirmektedir. Bu olgu yalnizca

Tiirkiye ve Irak i¢in degil, birgok Afrika ve Asya iilkesi i¢in de gecerlidir.

e Afrika, Asya ve Avrupa’dan Saha Bulgulan

Gana’da yapilan bir ¢alismada IBV pozitifligine rastlanmamis olsa da (Matilda ve ark.,
2018), Urdiin ve Iran’da yapilan calismalarda kdy siiriilerinde sirasiyla %58,8 ve %42,8 oranlarinda
pozitiflik tespit edilmistir (Seyfi Abad Shapouri ve ark., 2004; Roussan ve ark., 2009).

Umman’da pozitiflik oran1 %16, Bat1 Afrika’da ise yaklasik %21 olarak bildirilmistir (Al-
Shekaili ve ark., 2015; Kouakou ve ark., 2015; Emekpe ve ark., 2010). Avrupa’da Finlandiya’da
yapilan bir ¢aligmada ise kdy tavuklarinin %10’unda koronaviriis pozitifligi rapor edilmistir
(Pohjola ve ark., 2017). Bu veriler, 6zellikle biyogiivenligi diisiik liretim sistemlerinde IBV’nin

yaygmligim ve persistansini desteklemektedir.
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e Asi—Saha Susu Uyumsuzlugu ve Kontrol Stratejileri

IBV’nin genetik olarak oldukca degisken yapisi, mevcut asilama stratejilerinin etkinligini
sinirlamakta ve saha suslari ile as1 suslar1 arasinda antijenik bosluklar olusturmaktadir. Asi suslariyla
tam uyumlu olmayan varyantlar nedeniyle siiriilerde bagisiklik diizeyi diisebilmekte, subklinik
enfeksiyonlar veya klinik vakalar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum, epidemiyolojik izlemeyi ve ast
programlarinin giincellenmesini zorunlu hale getirmektedir.

Tirkiye’de yapilan molekiiler ¢aligmalar, saha suslarinin evrimsel olarak dinamik bir yapiya
sahip oldugunu, yeni soy hatlarinin ortaya gikabilecegini ve bunun da filogenetik kiimelenme

desenlerinde degisimlere yol actigini gdstermektedir (Yilmaz ve ark., 2016; Ardich ve ark., 2022).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Ornekleme ve Orneklerin Toplanmasi
3.1.1. Orneklem Sayisinin Hesaplanmasi

Toplam 390 6rnek (114 trakeal ve 276 sekal svap) Adana, Tiirkiye’de IBV ile enfekte oldugu
siiphelenilen farkl1 yas gruplarindaki serbest gezen koy tavuklarindan toplanmistir. Ornek toplama
islemi, Adana’nin 12 ilgesini kapsayacak sekilde yapilmistir: Cukurova, Seyhan, Saricam, Yiiregir,
Ceyhan, Yumurtalik, Karatas, Karaisali, Imamoglu, Pozanti, Kozan ve Aladag. Bu ilgelerden
sirastyla 30, 42, 36, 48, 36, 18, 42, 42, 12, 24, 24, 36 6rnek alinmustir.

Her 6 trakea ve sekum svabi birlestirilerek ayr1 bir 6rnek havuzu olusturulmus ve boylece
toplam 65 havuz Ornegi elde edilmistir (19 trakeal ve 46 sekal), ayrintilar Cizelge 1°de
gosterilmektedir. Olii veya hasta hayvanlar, drnekleme yapilan tiim bolgelerde sistematik olarak
dahil edilerek 6rneklenmistir.

Toplanan 6rnekler tasima sirasinda sogutuculu kutularda muhafaza edilmis, fosfat tamponlu
salin, penisilin (1000 IU/ml) ve streptomisin (10 mg/ml) iceren bir tasima ortamina konulmus ve
kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir. Bu oOrnekler daha sonra virlis izolasyonunda
kullanilmugtir.

Ornekleme, Adana ilinin farkli rakimlardaki (deniz seviyesinden 1472 m’ye kadar) 15
ilgesinde rastgele secilen lokasyonlarda yapilmistir. Adana ili 14.030 km? yiizolgiimiine sahiptir ve
cografi olarak Tiirkiye’nin Akdeniz Bolgesi’nde yer almaktadir. Yiizolglimii bakimindan Adana ili,
diinya iizerinde 41 iilkeden daha biyliktiir. Adana ilinin cografi haritas1 Sekil 2 de sunulmustur

(Cografyaharita, 2024).
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Sekil 3.1. Adana ilinn cografi haritas1 (Cografya harita, 2024)

3.1.2. Ornekleme Biiyiikliigii

Bu calismada istatistiksel giivenilirligi saglamak amaciyla gerekli minimum 6rnek sayisi,
ornekleme biiylikliigli hesaplama programi (Sample Size Calculator) kullanilarak belirlenmistir.
TUIK in y1llik istatistik raporlar1 ve énceki yaynlar temel alinarak Adana ili kanatli hayvan varlig
yaklasik 16.000.000 (16 milyon) olarak tahmin edilmistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2023). Bu
tahmine gore, %95 giliven diizeyinde ve +%5 hata pay1 ile gergek degeri yansitabilmek i¢in en az 385

ornekleme Ol¢iimii yapilmasi gerektigi hesaplanmustir.

3.1.3. Sahada Ornekleme Calismalari

Bu amagla Adana ilini 12 ilgesinde serbest dolasan koy tavuklarinda 6rnkleme calismasi
yapilmistir. Ornekleme, numunenin sonraki RNA ekstraksiyonu, molekiiler tespit ve viriisiin genetik
karakterizasyonu i¢in kalitesini korumak amaciyla aseptik kosullar altinda gergeklestirilmistir. IBV
tespiti i¢cin ornek toplanan ilgelerin bilgileri ile toplanan 6rneklere ait tavuk sayisi, vaka tipi, svab
tiirli ve havuzlannus drnekler dahil veriler Cizelge 1°de verilmistir. Ornek toplama ¢aligmalarina ait

gorseller Sekil 3.2 A, B ve Sekil 3.3 ile 3.4’de verilmistir.
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4

Sekil 3.2-A. IBV enfeksiyonundan siiphelenilen kirsal serbest dolasn bir tavuktan trakeal
svab 0rneginin saha kosullarinda toplanmas:.

OF. Y
"‘9 :

uygulanan svablama teknigi goriilmektedir.
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Sekil 3.3-A: Kirsal alanda serbest dolasan ve IB nesiyonundan stiphelenilen bir tavuktan sekal
svab 6rneginin saha kosullarinda alinmasi.

Sekil 3.3-B: Kirsal alanda serbest dolasan baska bir tavuktan IBV enfeksiyonundan siiphelenilen
sekal svab 0rneginin saha kosullarinda alinmasi; 6rnekleme islemi farkli bir birey {izerinde
gosterilmektedir.
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toplanmasi

Ornekleme, sonraki RNA ekstraksiyonu, molekiiler tespit ve viriisiin genetik
karakterizasyonu i¢in trakeal ve sekal dokularin elde edilmesi amaciyla aseptik kosullar altinda

gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. IBV tespiti i¢in kullanilan farkli ilgelerden toplanan 6rneklerin 6zeti; tavuk sayisi, vaka
tipi, svab tiirli ve havuzlanmis 6rnekler dahil

Grup _ Ornek Kanatli Svap Havuzlanmis
Iige Svap Tipi .
No. Sayisi Durumu Sayisi Ornek Sayisi
Trakeal 6 1
1 Cukurova 30 Canli
Sekal 24 4
Trakeal 12 2
2 Ceyhan 42 Canlt
Sekal 30 5
Trakeal 12 2
3 Saricam 36 Canli
Sekal 24 4
) Trakeal 18 3
4 Pozanti 48 Canli, Oli
Sekal 30 5
) Trakeal 6 1
5 Seyhan 36 Canli, Ol
Sekal 30 5
Trakeal 6 1
6 Kozan 18 Canli
Sekal 12 2
Trakeal 12 2
7 Karatas 42 Canli
Sekal 30 5
. Trakeal 12 2
8 Yumurtalik 42 Canly, Olu
Sekal 30 5
Trakeal 6 1
9 Karaisali 12 Canli
Sekal 6 1
Trakeal 6 1
10 Yiregir 24 Canlt
Sekal 18 3
] Trakeal 12 2
11 Imamoglu 24 Canli
Sekal 12 2
) Trakeal 6 1
12 Aladag 36 Canly, Olu
Sekal 30 5
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3.1.4. Gercek Zamanh Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
Avian Enfeksiyoz Bronsit Viriisiiniin (IBV) Tespiti

Viral RNA ekstraksiyonu i¢in {iretici firmanin talimatlarina uygun olarak PureLink™ Viral
RNA/DNA Mini Kiti (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, ABD) kullanild1 ve trakeal ve
kloakal svablardan RNA ekstrakyonu yapildi. Saflagtirilmis RNA, 50 pL. RNaz icermeyen suda eliie
edilerek —80°C’de ileri analizlere kadar saklandi. RNA konsantrasyonu ve safligt NanoDrop
spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak belirlendi.

Tamamlayict DNA (cDNA), OneScript™ Plus cDNA Sentez Kiti (abm, Kanada) kullanilarak
sentezlendi. Ters transkripsiyon reaksiyonu, su bilesenleri iceren 20 pL’lik bir reaksiyon hacminde
gerceklestirildi: 4 pL 5x RT Reaction Mix, 1 pL OneScript Plus Reverse Transcriptase, 1 pL
oligo(dT) primer, 1 pL dANTP mix, 5 pL RNA sablonu, 8 pL niikleaz igermeyen su.

Ters transkripsiyon i¢in termal kosullar sunlardi:

* 25°C’de 5 dakika (primer baglanmasi)
* 50°C’de 30 dakika (cDNA sentezi)
* 85°C’de 5 dakika (enzim inaktivasyonu)

Sentezlenen cDNA, 25 pL’lik toplam reaksiyon hacminde 5x Hot FIREPol® Probe qPCR
Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, Estonya) kullanilarak ger¢cek zamanli PCR amplifikasyonunda
kullanildi. Reaksiyon karisimi su bilesenlerden olusuyordu: 5 pL 5% Hot FIREPol® Probe gPCR Mix
Plus (ROX), 0.5 uL ileri primer (10 uM), 0.5 uL geri primer (10 uM), 0.5 pL TagMan probu (10
uM), 2 uL ¢cDNA sablonu, 16.5 pL niikleaz icermeyen su. Bu ¢alismada kullanilan primerler ve prob,

Callison ve ark. (2006) tarafindan daha 6nce tanimlandigi iizere IBV’nin S1 genine dayanmaktadir.

Cizelge 3.2. Bu calismada kullanilan Avian Enfeksiy6z Bronsit Viriisiiniin (IBV) kismi S1 genini
hedefleyen primer ve prob dizileri

Primer Primer sequence (5'—3’)

Forward 5'-GCTTTTGAGCCTAGCGTT-3’

Reverse 5'-GCCATGTTGTCACTGTCTATTG-3’

Probe 5'-FAM-CACCACCAGAACCTGTCACCTC-BHQ1-3'

Secilen bu primerler ve prob, IBV’nin S1 gen bolgesine 6zgiilliikkleri sayesinde saha
izolatlarinin hassas tespiti ve molekiiler karakterizasyonunu miimkiin kilmak amaciyla kullanilmigtir.
Gergek zamanli amplifikasyon, asagidaki termal dongii kosullar1 ile StepOnePlus™ Real-Time PCR
Sistemi (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi:

Asama 1: 95°C’de 12 dakika (ilk denatiirasyon — 1 dongii)
Asama 2: 95°C’de 17 saniye ve 60°C’de 1 dakika (x40 dongii)
Asama 3: 60°C’de 30 saniye (son uzatma — 1 dongii)
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Asama 4: 4°C’de bekletme (o)

Floresan sinyalleri her dongiide 60°C baglanma/uzatma adiminda toplandi.Veriler
StepOne™ Software v2.3 kullanilarak analiz edildi ve amplifikasyon egrileri, iistel floresan
sinyallerin varligina dayanarak pozitif IBV RNA 6rneklerini belirlemek i¢in kullanildi. Kesin Ct
degerleri analizin odak noktasi olmamakla birlikte, amplifikasyon profilleri viral RNA’ nin varligim
dogrulamustir.

Kalan sentezlenmis cDNA, konvansiyonel PCR ve sekanslama da dahil olmak {izere ileri

molekiiler analizler i¢in —20°C’de saklandi.

3.1.5. Viral RNA’nin Kantifikasyonu ve Saflik Degerlendirmesi

Ekstrakte edilen viral RNA’nin konsantrasyonu ve safligi, Thermo Scientific™ NanoDrop™
One Mikro Hacimli UV-Vis Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak
Olciildii. Cihazin kalibrasyonu i¢in ilk olarak 1 pL niikleazdan arindirilmis su ile blank 6l¢timii
yapildi. Daha sonra her bir RNA 6rneginden 1 pL dogrudan ped {iizerine yerlestirilerek 6l¢tim
gercgeklestirildi. NanoDrop cihazi, RNA konsantrasyonunu ng/pl. cinsinden vermekle birlikte,
niikleik asit safliginin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan 260/280ve 260/230 nm
absorbans oranlarimi da sagladi. A260/A280 oraninin \~2.0 olmasi, elde edilen RNA’nin yiiksek
saflikta oldugunu ve ters transkripsiyon ile PCR gibi ileri molekiiler analizler i¢in uygun oldugunu
gostermektedir. Ayrica cihazin Acclaro™ kontaminant tanimlama teknolojisi, olast safsizliklarin
tespiti ve Olglimlerin dogrulugunun giivence altina alinmasi amaciyla kullanildi (Thermo Fisher

Scientific, 2017; 2020).

3.1.6. Pozitif Kontrol
Calismada gerek RT-PCR gerekse konvansiyonel PCR ¢aligmalarinda pozitif kontrol olarak
kullamilan IBV izolatlarina ait genomlar Istanbul Universitesi Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dal1 Prof. Dr. Nuri Turan’dan tarafindan temin edilmistir.

3.1.7. Analiz ve Kontroller
Pozitif kontrol olarak IBV RNA's1 i¢eren bir standart kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise
sadece niikleazsiz su eklenmis reaksiyon tiipleri hazirlanmistir. Amplifikasyon egrisi ve melting curve

analizi kullanilarak spesifik amplifikasyon dogrulanmustir.
3.1.8. Optimizasyon Calismalar

Optimizasyon i¢in yapilan 6n ¢aligmalarda RT-PCR ve konvansiyonel PCR analizilerinde

gerek Pozitif kontrol ve gerekse Negatif kontrol denemeleri basarili sonuglar vermistir.
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Sekil 3.5-A. StepOnePlus™ Gerg¢ek Zamanli PCR Sistemi (Applied Biosystems, ABD)
iizerinde goriintiilenen gercek zamanli RT-PCR 1s1l dongii programi.

Bu sekil, cihaz arayiiziinde programlanmis olan ve IBV tespitinde kullanilan 1sil profili
gostermektedir. Program; ilk denatiirasyon, amplifikasyon dongiileri ve son uzatma basamaklarini

igermektedir.
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Sekil 3.5-B. StepOnePlus™ Ger¢ek Zamanli PCR Sistemi’nin (Applied Biosystems, ABD)
bilgisayar arayiiziinde goriintiilenen Greek zamanli RT-PCR 1s1] dongii programi

Sekil, IBV tespiti i¢in kullanilan ayrintili amplifikasyon protokoliinii géstermektedir.

Program, bekletme (holding), dongii (cycling) ve erime egrisi (melt curve) asamalarimiigermekte

olup, en uygun test performansi igin belirlenmis sicakliklar, siireler ve dongli sayilariyla

yapilandirilmist.

i
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Sekil 3.6-A. IBV tespiti sirasinda laboratuvarda kullanilan StepOnePlus™ Gergek Zamanl
PCR Sistemi’nin (Applied Biosystems, ABD) calismasi.



Sekil, gergek zamanli RT-PCR analizinin baglatilmasi ve izlenmesine yonelik laboratuvar is
akisin1  gostermektedir. Bu kapsamda, 1sil dongli programinin kurulumu ve amplifikasyon

parametrelerinin kontrolii de dahil edilmistir.

7 '

Sekil 3.6-B. StepOnePlus™ Gergek Zamanli PCR Sistemi’ nde (Apphed Biosystems, ABD) gercek
zamanli RT-PCR amplifikasyon sonuglarinin izlenmesi.

Sekil, veri toplama asamasini gostermektedir. Bu asamada operatdr, bagli bilgisayar
tizerinden amplifikasyon egrilerini ve dongii esigi (Ct) degerlerini analiz ederek IBV tespit sonuglarini

degerlendirmektedir.

Sekil 3.7. IBV c¢alismasi sirasinda laboratuvardaki arastirma ekibi tiyeleri
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Sekil, calismanin basariyla tamamlanmasi i¢in gerekli olan Orneklerin iglenmesi, RNA
ekstraksiyonu ve molekiiler analizler siirecine katilan laboratuvar ekibini ve isbirligine dayali cabay1

gostermektedir.

3.2. Geleneksel PCR ve Filogenetik Dizileme
DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu
DNA ¢ogaltimu, tiretici firmanin talimatlarina uygun olarak GoScript™ SV Total Isolation

System kiti (Promega) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Primerler

Bu calismada, Ghorbiani ve ark. (2020) tarafindan tanimlanan ve trakea, akciger ile sekal
tonsillerde IBV’nin tespiti amaciyla kullanilan primerler uygulanmistir. Ancak, arastirmamizda
trakeal ve kloakal svap 6rnekleri toplanmis, ayni primer seti kullanilarak RNA ekstraksiyonu ve PCR

analizleri gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3. Enfeksiyoz Bronsit Viriisii’'niin (IBV) S1 genini hedefleyen konvansiyonel PCR
tespitinde kullanilan primer dizileri

Gene Primer Sequences (5°-3") Product size
S1 XCEL:5"CACTGGTAATTTTTCAGATGG3’ 464pb
SI XCE2: 5'-CTCTATAAACACCCTTACA-3") 464pb

RT isleminden elde edilen cDNA’nin 5 pL’lik bir kismi, asagidaki bilesenleri igeren 15
pL’lik karisim ile birlestirilmigtir:

PCR Niikleotid Karigimi: 1 pLL

Niikleaz icermeyen su: 6 pL.

GoScript™ 5X Reaksiyon Tamponu: 4 pL

MgCl,: 2 ulL

Rekombinant RNasin® (Riboniikleaz inhibitorii): 1 pL

GoScript™ Reverse Transcriptase: 1 pL
Karisim yaklasik 15 saniye boyunca Vortex cihazinda homojenize edilmis, ardindan 8.000

rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemin ardindan, tiipler nceden programlanmis PCR dongii

kosullarina sahip termal dongii cihazina (thermocycler) yerlestirilerek PCR reaksiyonu baglatilmistir.
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cDNA sentezi
Baglanma (Anneal): 25 °C’de, 5 dakika.
Birinci zincir sentezi (First-strand synthesis reaction): 42 °C’de, 1 saate kadar.

Enzim inaktivasyonu (Inactivation): 70 °C’de, 1 dakika.

PCR Reaksiyonu

IBV S1 geninin amplifikasyonu i¢in 25 pL’lik reaksiyon karisimi hazirlandi. Ghorbiani ve
ark. (2020) tarafindan tanimlanan XCE1 (5'-CACTGGTAATTTTTCAGATGG-3") ve XCE2 (5'-
CTCTATAAACACCCTTACA-3') olmak iizere IBV S1-spesifik primerleri kullanildi.

e Nihai reaksiyon bilesimi su sekildeydi:
12.5 pL 2x PCR Master Mix (Promega, ABD), 2.5 uL ileri primer XCE1 (10 pM),
2.5 pL geri primer XCE2 (10 pM), 5 uL ¢cDNA sablonu, 3.5 pL niikleazsiz su.

e  Termal dongii kosullart:

94 °C’de 5 dakika baglangi¢ denatiirasyonu,35 dongii: 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 55
°C’de 30 saniye baglanma (annealing), 72 °C’de 35 saniye uzama (extension), 72 °C’de 4 dakikason
uzatma.

PCR iiriinleri %2 agaroz jel tizerinde 100 V’de elektroforez edilerek ayristirildi ve etidyum
bromiir boyamasinin ardindan UV 15181 altinda goriintiilendi. Amplifiye edilen PCR iirtinleri dizileme

icin Macrogen Inc. (Seul, Giiney Kore) laboratuvarina gonderildi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Bu adimlar, Podzorski ve ark. (2006) tarafindan tanimlanan yOnteme gore
gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’dan 5 pL’lik bir kisim, 2 pL yiikleme boyasi ve 4 pL
niikleazsiz su ile karistirildiktan sonra belirlenen kuyucuklara yiiklendi. Numuneler, 70 V’de 45—60
dakika boyunca elektrik alanina maruz birakildi. Ardindan, PCR iiriinleri jelden gegirilerek 100 V
UV 15181 altinda analiz edilmistir.

Sekans Analizi

Bu ¢alismada saha suglarinin S1 geninin hiperdegisken bolgesi (HVR) amplifiye edilmis ve
daha  sonra  Illumina  platformu  kullanilarak  dizilenmek  iizere @ XCEl1  (5'-
CACTGGTAATTTTTCAGATGG-3") ve XCE2 (5'-CTCTATAAACACCCTTACA-3") primerleri
ile birlikte Gliney Kore’deki Macrogen firmasina (Seul, Giiney Kore)’e gonderilmistir. Elde edilen
diziler, GenBank (NCBI)’de daha 6nce tanimlanmis olan IBV referans suslari ile karsilastirilmistir.
Kismi S1 genine ait ¢oklu dizi hizalamasi (MSA), Clustal W, MUSCLE ve MAFFT gibi hizalama

araglar1 kullanilarak yapilmis ve hizalamalar Jalview yazilim ile gorsellestirilmistir. Jalview,
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niikleotid korunumu renk kodlamasiyla gostermekte ve konsensiis korunum gubugunu sunmaktadir.
Genetik akrabalik derecesini daha ayrintili degerlendirmek amaciyla, hizalanmis dizilerden niikleotid
ciftleri arasindaki benzerlik (pairwise identity) degerleri Sequence Demarcation Tool (SDT) v1.2
yazilimi ile hesaplanmis, bdylece ylizde benzerlik 1s1 haritasi (heatmap) ve hiyerarsik kiimeleme
dendrogrami elde edilmistir. Son olarak, niikleotid dizilerinin filogenetik agact MEGA7 yazilim

kullanilarak olusturulmustur (Kumar ve ark.,2016).
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR
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Sekil 4.1. Tiirkiye’nin Adana Ili’ndeki farkli ilcelerde havuzlanmis drneklerin dagilinmi

Pasta grafik, Adana ilinin farkl ilgelerinden IBV tespiti amaciyla toplanan havuzlanmis

orneklerin yiizdesel dagilimini gostermektedir.

Aladag 1333
Imamoglu _A 6.67
Yiiregir 1 0
Karaisali | 0
Yumurtalik | 26.67
P E—— Y
Kozan | 0
Seyhan 1 6.67
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Sekil 4.2-A. Tiirkiye’nin Adana ili’ndeki ilgelerde IBV-pozitif havuzlanmis érneklerin prevalans
orani
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Sekil 4.2-B. Tiirkiye’nin Adana li ilgelerinde IBV-pozitif havuzlanmis rneklerin prevalans orani

Bu sekiller (4.2 -A ; 4.2-B) , Adana iline bagli 12 ilgeden elde edilen Enfeksiyoz Bronsit
Virisii (IBV) pozitiflik oranlarinin karsilagtirmali dagilimini géstermektedir.

Dairesel grafik, her il¢edeki pozitiflik oranlarinin oransal paymi gorsellestirirken, yatay
cubuk grafik ayni verilerin nicel karsilagtirmasini sunmaktadir.

Grafiklere gore, Pozant1 (%12), Ceyhan (%11), Yumurtalik (%11) ve Karatas (%11) ilgeleri
en yiiksek pozitiflik oranlarina sahip bolgeler olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Buna karsin Karaisali (%3) ve Kozan (%5) bdlgelerinde pozitiflik oranlariin diisiik oldugu,
Yiiregir (%6), Imamoglu (%6), Cukurova (%8) ve Aladag (%?9) ilgelerinde ise orta diizeyde pozitiflik
saptandig1 goriilmektedir.

Bu dagilim, IBV enfeksiyonunun Adana genelinde heterojen bir sekilde yayildigini ve
cografi, ekolojik veya yonetimsel faktorlerin pozitiflik oranlar1 {izerinde etkili olabilecegini

gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Adana ili’nin farkl ilgelerinde trakeal ve sekal svaplara dayali olarak tespit edilen

IBV-pozitif havuzlanmig 6rneklerin sayisi ve ylizdesi.

Grup | Ilge Ornek | Kanath Svap Svap Havuzlanms | IBV + | Pozitiflik
No Sayist | Durumu | Tipi Sayis1 | Ornek Sayis1 | Havuz (%)
1 Cukurova | 30 Canli Trakeal | 6 1 X 0
Sekal 24 4 4 25.0 %
2 Ceyhan 42 Canl Trakeal | 12 2 X 0
Sekal 30 5 v 20.0 %
3 Sarigam 36 Canli Trakeal | 12 2 X 0
Sekal 24 4 X 0
4 Pozant 48 Canlt, Trakeal | 18 3 7 333 %
Olii Sekal | 30 5 R/ 40.0 %
5 Seyhan 36 Canli, Trakeal | 6 1 X 0
Olii Sekal | 30 5 A 20.0 %
6 Kozan 18 Canl Trakeal | 6 1 X 0
Sekal 12 2 X 0
7 Karatas 42 Canli Trakeal | 12 2 v 50.0 %
Sekal 30 5 R/ 40.0 %
8 Yumurtalik | 42 Canli, Trakeal | 12 2 v 50.0 %
Olii Sekal 30 5 RA/ 60.0 %
9 Karaisali 12 Canli Trakeal | 6 1 X 0
Sekal 6 1 X 0
10 Yiiregir 24 Canli Trakeal | 6 1 X 0
Sekal 18 3 X 0
11 Imamoglu | 24 Canli Trakeal | 12 2 X 0
Sekal 12 2 X 0
12 Aladag 36 Canli, Trakeal | 6 1 v 100 %
Olii Sekal 30 5 v 20.0 %

Bu tablo, Adana ilinin farkli il¢elerinden elde edilen trakeal ve sekal siiriintii 6rneklerinin

gercek zamanli RT-PCR sonuglarina gére Enfeksiydz Bronsit Viriisii (IBV) pozitiflik durumunu

gostermektedir.

gostermektedir.

belirtilmistir.

amplifikasyon gozlenmemistir.

oranlar Yumurtalik (%60) ve Karatas (%50) ilgelerinde saptanmustir.
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Her ilge iki alt satirla temsil edilmistir: iist satir trakeal, alt satir ise sekal Ornekleri

Tabloda pozitif sonuclar yesil renkle (), negatif sonucglar ise kirmizi renkle (X

Ct degeri < 35 olan havuzlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Negatif Orneklerde

Sonuglara gore, IBV pozitiflik oranlari ilgeler arasinda farklilik gostermis olup, en yiiksek




Cizelge 4.2 Adana ilinin farkl ilgelerinden toplanan IBV-pozitif havuzlanmis

orneklerin sayisi ve yiizdesi

trakeal ve ¢ekal

No. flce Toplam T./C. | Pozitif Ornek | Pozitif Genel

Suir. Havuzu | Sayisi Orneklerin Pozitiflik

Yiizdesi (%) | Durumu

1 Cukurova 5 1 25.0% /Pozitif
2 Ceyhan 7 1 20.0% Pozitif
3 Saricam 6 0 0% X Negatif
4 Pozanti 8 3 37.5% Pozitif
5 Seyhan 6 1 16.7% Pozitif
6 Kozan 3 0 0% X Negatif
7 Karatas 7 3 42.9% /Pozitif
8 Yumurtalik | 7 4 57.1% /Pozitif
9 Karaisali 2 0 0% X Negatif
10 Yiiregir 4 0 0% X Negatif
11 imamoglu 4 0 0% X Negatif
12 Aladag 6 2 33.3% < Porzitif
Ortalama Adana 65 15 19.4%

Bu tablo, Adana ilinin farkl ilgelerinden toplanan trakeal ve sekal siiriintii 6rneklerinin RT-

PCR sonuglarma gore IBV pozitiflik durumunu gostermektedir. En az bir pozitif 6rnek tespit edilen

ilgeler '/ Pozitif', hi¢ pozitif érnek bulunmayan ilgeler ise 'X Negatif' olarak degerlendirilmistir.

Genel olarak, Adana ilinde test edilen 65 havuzdan 15’1 pozitif bulunmus ve ortalama pozitiflik orani

%19.4 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Adana ili’nin her ilgesinde IBV-pozitif havuzlanns 6rneklerin prevalans orani

gelen prevalans oranlarini gostermekte olup, en yiiksek oranlarin Yumurtalik, Karatas ve Pozanti

ilce Pozitif havuzlanmis | Adana’daki prevalans
ornek sayisi orani (%)

Cukurova 1 6.7

Ceyhan 1 6.7

Saricam 0 0

Pozanti 3 20.0

Seyhan 1 6.7

Kozan 0 0

Karatas 3 20.0

Yumurtalik 4 26.7

Karaisali 0 0

Yiregir 0 0

Imamoglu 0 0

Aladag 2 13.3

Bu Cizelge, farkli ilgelerdeki IBV-pozitif havuzlanmig 6rneklerin sayisini ve bunlara karsilik

ilgelerinde oldugunu vurgulamaktadir.
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Cizelge 4.4. IBV-pozitif 6rmeklerin niikleik asit konsantrasyonu ile saflik oranlarini (A260/280 ve
A260/230) gosteren Nanodrop spektrofotometri sonuglari

Ornek Niikleik Asit (ng/pl) | A260/280 nm A260/A230 nm
1 81.6 2.15 2.11
2 91.6 2.05 1.97
3 165.4 2.05 2.39
4 83.7 2.12 2.13
5 80.6 2.15 2.4
6 433 2.16 2.41
7 45.3 2.13 2.22
8 82.7 2.13 2.0
9 193.9 2.0 2.1
10 329.0 2.03 2.1
11 255.3 2.2 2.1
12 115.1 2.1 2.1
13 227.2 2.0 2.64
14 140.5 2.08 2.18
15 98.3 2.12 2.05

Bu Cizelge, Nanodrop spektrofotometresi kullanilarak elde edilen IBV-pozitif 6rneklerin
RNA verimini ve saflik 6l¢timlerini sunmaktadir; saflik oranlari, ileri molekiiler analizler i¢in kabul

edilebilir kaliteyi gostermektedir.

Amplification Plot

V PC: Positive control

| ® NC: Negative control == S§3: Positive field sample

@ S7: Negative sample

2 6 12 14

Sekil 4.3-A: Pozitif IBV o6rneklerini gosteren gercek zamanli RT-PCR analizine ait
amplifikasyon egrisi.
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* Bu sekil, ger¢ek zamanli RT-PCR analizi sonucunda elde edilen amplifikasyon
egrilerini gdstermektedir. Amplifikasyon egrilerinin erken déngii numaralarinda
(diisiik Ct degerlerinde) esik cizgisini gegmesi, test edilen 6rneklerde Enfeksiyoz

Bronsit Viriisii (IBV) RNA’simin varh@im gostermektedir.

Sekilde sar1 renkle gosterilen pozitif kontrol (PC), diisiikk Ct degerinde (yaklasik 22-24.
dongiide) giiclii amplifikasyon sergileyerek reaksiyonun diizgiin ¢alistigini dogrulamaktadir. S3
kodlu saha 6rnegi, pozitif kontrolle benzer sekilde erken dongiilerde amplifikasyon gostermistir ve
IBV pozitif olarak degerlendirilmistir. Buna karsilik, negatif kontrol (NC) ve S7 kodlu érnek,
amplifikasyon egrisi olusturmamis ve negatif sonuc vermistir.

Bu sonuglar, kullanilan RT-PCR sisteminin giivenilirligini ve test edilen numunelerde IBV varliginin

dogru sekilde tespit edildigini ortaya koymaktadir.

Amplification Plot
10 1
B
0.1 1
o
D: /
0.1 5
//
0’01 R —— ;_'_//_;/_—/_/_;47 s R A
« PC: Positive control /" S1: Positive field sample
_ == S3: Positive field sample
& ® NC: Negative control — S7: Negative sample
' 2 4 6 10 12 4 16 18 20 2 24 2% 28 30 32 M 40
Cycle

ekil 4.3-B: Ek IBV pozitif 6rneklerine ait ger¢cek zamanli RT-PCR analizinin amplifikasyon
p g P Y
egrisi
e  Bu sekil, Enfeksiyoz Bronsit Viriisii (IBV) S1 genine 6zgii primer ve prob kullanilarak
gergeklestirilen ger¢ek zamanli RT-PCR analizinden elde edilen amplifikasyon
egrilerini gostermektedir. Amplifikasyon egrilerinin erken dongii numaralarinda
(diisiik Ct degerlerinde) esik c¢izgisini asmasi, test edilen bu Orneklerde IBV

RNA’smnin varh@im dogrulamaktadir.
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Sekilde yesil renkle gosterilen S1 ve S3 kodlu saha 6rnekleri ile pozitif kontrol (PC) erken
dongiilerde belirgin amplifikasyon gdstermistir ve pozitif olarak degerlendirilmistir. Buna karsilik,
negatif kontrol (NC) ve S7 kodlu 6rneklerde amplifikasyon egrisi olusmamisg, bu érnekler negatif
olarak belirlenmistir.

Amplifikasyon egrilerinin yine erken dongiilerde esik cizgisini agsmasi, bu 6rneklerde
IBV RNA’sinin tespit edildigini dogrulamaktadir. Bu bulgu, test edilen numunelerde hedef gen

bolgesinin varligini agik¢a gostermekte ve kullanilan RT-PCR sisteminin giivenilir oldugunu ortaya

koymaktadir.

Sekil 4.4. Kanatl Orneklerinde Enfeksiydz Bronsit Viriisii (IBV)’niin S1 Genini Amplifiye Eden
PCR Urtinlerinin (464 bp) Agaroz Jel Elektroforezi, C= Pozitif Kontrol, 16.kuyu= Negatif Kontrol

e Toplam 15 saha 6rnegi, S1 genini hedefleyen PCR ile amplifiye edilmis ve %2 agaroz
jelde, yiikleme boyasi ile boyanarak gorsellestirilmistir.

e 113 numaral1 6rnekler, Jel A’da (1-13. kuyucuklar) gosterilmis olup; 14—15 numarali
ornekler ise Jel B’de (14—15. kuyucuklar) yer almaktadir.

e Her bir jelde, PCR iirlinlerinin molekiiler agirligim1 tahmin etmek amaciyla DNA

merdiveni (M) yliklenmistir.

Beklenen biiylikliikte (464 bp) net bantlarin goriilmesi, pozitif 6rneklerde IBV varligini

dogrulamaktadir.
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Bu ¢aligmada, toplam 65 havuzlanmis grup 6rneginin 15’inde (%23,07) RT-PCR yontemiyle
Koronaviriis pozitifligi saptanmistir. Bunlarin 4’1 (%6,15) trakeadan, 11’1 (%16,92) sekumdan elde
edilmistir. En yiiksek siirii prevalanst Yumurtalik (%57,14) ve Karatas (%42,85) ilgelerinde
kaydedilmis, bunu Pozant1 (%37,5), Cukurova (%25), Ceyhan (%20) ile Seyhan ve Aladag (%33,33)
takip etmistir. Buna karsin Sarigam, Kozan, Yiiregir ve Imamoglu ilgelerinden elde edilen &rneklerin
tamami negatif bulunmustur (%0). Bu bulgular, Adana ilinin 12 il¢esinden 7’sinde (58.33%) IBV’nin
yaygin oldugunu ortaya koymustur. Pozitif sonuglar dogal enfeksiyona baglanmistir; ciinkii
yetistiricilerin higbirinin siiriilerinde as1 uygulamadigi belirlenmistir. Ayrica, enfeksiyonun yeni
edinilmis olabilecegi ve bu nedenle kanatlilarda heniiz herhangi bir klinik belirti gozlenmedigi
diistiniilmektedir (Pohjola ve ark., 2015).

Calismada ayrica, trakeadan alinan 19 6rnegin 4’iinde (21,05%) pozitiflik belirlenmis,
sekumdan elde edilen 46 6rnegin 11’inde (23,91%) IBV RNA’s1 tespit edilmistir. Bu durum, hem
trakea hem de sekum orneklerinin viriisiin saptanmasi ve tanisinda kritik 6éneme sahip oldugunu
gostermekte; bu bolgelerin etkili siirveyans ve izleme galigmalarinda anahtar rol {istlendigini ortaya
koymaktadir.

RNA’nin  safligi  ve konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometresi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu cihaz, A260/A280 ve A260/A230 oranlarin1 6lgmektedir. Olgiim sonuglar
Cizelge (4.4)’te sunulmustur. Niikleik asitlerin 260 nm dalga boyunda UV 15181 absorbe etme
ozelligi sayesinde RNA’nin miktar1 ve kalitesi kolayca degerlendirilebilmektedir. Saf RNA
orneklerinde A260/A280 oraninin 2,0 £+ 0,1 araliginda, A260/A230 oraninin ise 2,0 ile 2,4 arasinda
olmas1 beklenir. Bu araliklarin digindaki degerler genellikle kontaminasyonu isaret etmektedir
(Robert ve Farell, 2010). Calismada analiz edilen 6rneklerin higbirinde bu oranlarin 2,0’1n altinda
olmadigi goriilmiis, bu da kontaminasyonun olmadigini géstermektedir.

NanoDrop spektrofotometrisi, molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda giivenilirligi ve
kullanim kolayligi nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Ek reaktiflere veya uzun protokollere
gerek kalmadan RNA 6rneklerinin hizli ve dogru sekilde degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.
Daha onceki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi, RNA biitiinligli ve safligi, RT-PCR testlerinin
duyarliligr ve tekrarlanabilirligi agisindan kritik 6neme sahiptir (Wilfinger ve Mackey, 1997;
Manchester, 1996).

Yilmaz ve ark. (2016), Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki broyler ve yumurtact siiriilerden
AvCoV izole etmis ve trakea oOrneklerinin 27/30 (%90)’'unda AvCoV-IBV RNA pozitifligi
belirlemistir. Bu sonuglar, mevcut ¢alismanin trakeadan aliman Srneklerle ilgili bulgulartyla uyumlu
degildir. Ancak, ayn1 arastiricilarin sekumdan elde ettikleri 7/22 (%31,8) oranindaki pozitiflik, bu
calismadaki sekum bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Mevcut ¢alisma, Matilda ve ark. (2018) tarafindan Gana’nin Greater Accra bolgesindeki
Ga-East il¢esinde ylriitiilen arastirma ile uyumlu degildir. S6z konusu arastirmada, solunum

semptomlar1 bulunmayan ve IBV ag1 gegmisi olmayan serbest gezen kanatlilardan toplam 219 trakea
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ve kloaka svabi toplanmis ve elde edilen tiim 6rnekler IBV agisindan negatif sonug vermistir. Ayrica,
bu ¢aligmanin bulgulari, Shokri ve ark. (2018) tarafindan Iran’m kuzeyinde yer alan Mazandaran
eyaletinde yiiriitiilen arastirma ile de uyusmamaktadir. Shokri ve arkadaslari, 75 tavuktan alinan
sekum tonsili drneklerinde RT-PCR uygulamis ve bu 6rneklerin 31’inde (%41,3) IBV genomunu
tespit etmistir.

Buna karsilik, mevcut caligmanin sonuglari, komsu iilkelerdeki iiretim ciftliklerinde
bildirilen oranlara kiyasla daha diisiik bir prevalans gostermektedir. Ornegin, Urdiin’de %58,8 ve
fran’da %42,8 prevalans oranlari sirastyla Seyfi Abad Shapouri ve ark. (2004) ile Roussan ve ark.
(2009) tarafindan rapor edilmistir. Bu farklilik, IBV prevalansinin bolgesel diizeyde degiskenlik
gosterebilecegini ortaya koymakta ve hastalifin dogru anlagilmasi ile etkin yonetimi igin yerel
arastirmalarin 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica, s6z konusu ¢aligmalarda 6rneklerin daha yogun
popiilasyonlu kiimeslerden elde edilmis olmasi, enfeksiyonun bulagsma oranini artirarak daha yiiksek
prevalans degerlerine yol agmis olabilir. Farkli yonetim uygulamalari ve siirii yogunluklari, IBV’nin
yayilim1 ve prevalansi {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.

IBV’nin trakeadan izole edilmesi i¢in en uygun donem, enfeksiyonun akut evresidir. Ancak,
viriis enfeksiyonu takiben sekum tonsillerinde daha uzun siire (haftalar boyunca) varligin
siirdlirebilmekte ve digkiyla atilim gostermektedir (De Wit ve ark., 2014). Calismamizda 6rneklenen
kanatlilarda az sayida veya hi¢ solunum belirtisi gézlenmemesi, trakeadan viral RNA izolasyonu
sansimizi disiiren bir faktor olmustur. Ayrica, diski yoluyla virlis atiliminin zamanlamasi da
ornekleme siirecine denk gelmemis olabilir; nitekim bir¢ok drnekte kloakal svaplarda viral RNA
tespit edilememistir.

Diger taraftan, ¢aligmamizin bulgulari, Bati Afrika tilkelerinden Emekpe ve ark. (2010),
Adebiyi ve Fagbohun (2017) ile Kouakou ve ark. (2015) tarafindan bildirilen sonuglarla
uyumludur. Bu aragtirmalarda serbest gezen tavuklarda IBV prevalansi yaklasik %21,2 olarak rapor
edilmistir. Benzer sekilde, Al-Shekaili ve ark. (2015) tarafindan 243 siiriide gergeklestirilen RT-
PCR analizlerinde, 39 siiriide IBV pozitifligi tespit edilmis ve prevalans oram1 %16,05 olarak
bildirilmistir. Ayrica, Kouakou ve ark. (2015), 2010-2012 yillar1 arasinda hem kdy hem de ticari
tavuk ciftlikleri ile canli kanathi pazarlarindan alinan toplam 22.806 trakeal ve kloakal svabi
havuzlayarak 4.562 6rnek olusturmus, bunlarin 423’{iniin (%18,5) RT-PCR ile IBV pozitif oldugunu
bildirmistir.

Mevcut calismada kullanilan 6rneklem biiyiikliigiiniin daha kiiciik olmasi, gozlenen
varyasyonun nedenlerinden biri olabilir. Ayrica, yerel tavuklarda daha diisiik prevalans oranlari,
iilkedeki ticari siiriilerde IBV agilarinin kullanilmamasiyla da iligkili olabilir. Bu farkliligin ¢evresel,
konak veya patolojik faktdrlerden ziyade, esasen oOrneklem biiyiikligiindeki farkliliklardan
kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu durum, saglam bir ¢alisma tasariminin ve yeterli 6rneklem

biiyiikliigliniin, dogru prevalans degerlendirmeleri agisindan kritik 6nem tasidigini gostermektedir.
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Finlandiya’da Pohjola ve ark. (2017) tarafindan yiiriitillen bir ¢aligmada, 51 koy tavuk
ciftliginden elde edilen 457 bireysel kloakal svap incelenmis ve bu ciftliklerden 5’inde (%10)
koronaviriis pozitifligi RT-PCR ile dogrulanmistir. Bu diisiikk prevalansin, ¢aligma doneminde
cevredeki diisiik viral ylikten kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiigtiir.

Gergek zamanli PCR ve konvansiyonel PCR’nin birlikte kullanimi, tavuklarda enfeksiyoz
bronsit viriisiiniin (IBV) tespiti ve karakterizasyonunda gii¢lii bir yaklasim olarak kanitlanmustir.
Gergek zamanli PCR, yiiksek duyarlilik ve 6zgiillik saglayarak klinik 6rneklerde viral RNA’nin
kantitatif olarak saptanmasina imkan tanir. Amplifikasyonun anlik olarak izlenebilmesi, diisiik viral
yiik tasiyan 6rneklerde bile erken teshisi miimkiin kilmakta ve saha kosullarinda hizli tarama igin
oldukga uygun hale getirmektedir (Calison ve ark., 2006). Ote yandan, konvansiyonel PCR ise
IBV’nin kalitatif tespiti i¢cin hala yaygin kullanilan degerli bir yontem olup, 6zellikle sekanslama ve
filogenetik analiz gibi ileri uygulamalarda gen amplifikasyonu i¢in kritik rol oynamaktadir. Bu iki
yontemin bir arada kullanilmasi tanisal dogrulugu artirmakta, ayni zamanda IBV’nin genetik
cesitliligi ve evriminin anlasilmasina katki saglamakta, bu da asi1 gelistirme ve hastalik kontrol
stratejileri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Enfeksiydz bronsit viriisii (IBV) tarafindan olusturulan avian koronaviriis enfeksiyonlari, son
yillarda kiimes hayvanciligi endiistrisinin temel unsurlarindan biri olan tavuklarda olusturduklar
saglik ve ekonomik kayiplar nedeniyle diinya ¢apinda arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir.
AvCoV’ler ve kanath endiistrisi ile iligkileri {izerine yapilan siirekli ¢aligmalara ragmen, yabani ve
sinantropik kuslardaki AvCoV baskinligi ve dagilimina iligkin veriler halen sinirlidir. Bu nedenle,
mevcut ¢alismamiz, Tiirkiye’de viral bronsite neden olan avian koronaviriis suslarinin molekiiler
evrimini epidemiyolojik bir bakis acisiyla ortaya koymay1 amaglamaktadir. Ayrica, bu ¢aligma
Tiirkiye’de baskin sekilde dolasimda bulunan epidemik avian koronaviriis suslarinin genetik
akrabaliklarini, evrimsel siireglerini, populasyon dinamiklerini ve diinya genelinde diger iilkelerden
bildirilen yakin iligkili viral suslarla genetik baglantilarin1 agiklamay1 hedeflemistir. Calismada,
kanatl koronaviriisiiniin yiizeysel yapisal proteini olan spike (S) proteini kullanilarak, belirgin klinik
bronsit semptomlar1 sergileyen enfekte kuslardan elde edilen viral ajanlarin genetik kimlikleri
dogrulanmistir.

Spike glikoproteininin S1 alt biriminde meydana gelen mutasyonlar, IBV’nin evriminde
kritik bir rol oynamakta ve viriilans ile bulasicilik iizerinde dnemli etkiler yaratabilmektedir. S1 alt
birimi, viriisiin konak hiicre reseptorlerine baglanmasindan sorumludur ve doku tropizminin yani sira
bagisiklik taninmasinda da temel belirleyicidir (Jackwood ve ark., 2012). Bu bolgede gerceklesen
aminoasit degisimleri, antijenik varyasyonlara yol agarak viriisiin konak bagisikligindan veya as1
kaynakli korumadan kagmasina imkén taniyabilir. Boyle bir durum daha agir klinik Cizelgelarin
ortaya ¢ikmasina veya konak yelpazesinin genislemesine sebep olabilir. Ayrica, bazi mutasyonlarin
replikasyon verimliligini artirdig1 ve daha genis doku tropizmi sagladig bildirilmistir; bu da siiriiler

icinde ve siiriiller arasinda viral yayilimi hizlandirabilir. Bu degisiklikler hastalik kontroliinii
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zorlagtirmakta ve stirekli molekiiler slirveyans ile giincel ag1 formiilasyonlarinin gerekliligini ortaya
koymaktadir (Cavanagh, 2003; Lee ve Jackwood, 2001).

Filogenetik yorumlar, patojen suslarinin molekiiler eko-epidemiyolojisinin incelenmesi ve
epidemiyolojik agidan Onemli kriterlerin aydinlatilmasinda son derece yararli araglardir. Bu
analizler, halihazirda baskin olan viral varyantlarin molekiiler karakterizasyonunun yapilmasina ve
yeni ortaya ¢ikan varyantlarin kesfine imkan tanir. Ayrica, filogenetik yontemler yeni ortaya ¢ikan
varyantlarin evrimsel ge¢cmisinin incelenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Lemey ve ark.,
2009; Yang ve Rannala, 2012).

Avian Enfeksiydz Bronsit Viriisii’nlin (IBV) GI-23 soy hatti, diger adiyla IS-var 2, son
yillarda Tiirkiye, Israil, Liibnan, Libya, Urdiin, Misir ve diger Orta Dogu iilkelerinde giderek daha
fazla bildirilmektedir (Y1lmaz ve ark., 2016). Bu genotip ilk kez 2004 yilinda Israil’de tespit edilmis
olup (Meir ve ark., 2004), ilerleyen yillarda Orta Dogu’daki bircok {iilkede rapor edilmistir.
Tiirkiye’de ise IS-var 2 genotipi, 2014-2019 yillar1 arasinda ticari broyler siiriilerinde belirlenmis ve
GI-23 genotipi ile %99 oraninda niikleotid benzerligi gdstermistir. Avrupa iilkelerinde genellikle
Mass41, 4/91, D274, Ttaly 02 ve QX gibi serotipler bildirilmekle birlikte, son arastirmalar IS-var 2
genotipinin Avrupa’da da tespit edildigini ortaya koymustur (Yilmaz ve ark., 2016). Nitekim 2015
yilinda Polonya’da, Orta Dogu kokenli GI-23 soy hatt1 ilk kez broyler ve yumurtaci siiriilerde izole
edilmistir. Bunu takiben Almanya, Romanya, Litvanya ve Ukrayna’da da tespitler yapilmstir
(Bassam ve ark., 2019). Bu yayilim, GI-23 soy hattinin cografi dagiliminin genisledigini ve hem
Orta Dogu hem de Avrupa’daki kanatl popiilasyonlari agisindan 6nem arz ettigini gostermektedir.

Orta Dogu kokenli IS-var 2 genotipinin Tiirkiye ve birgok lilkede saptanmasi, bu varyantin
kitalar arasi genis ¢apta yayilim gosterdigini ve bunun ¢oklu bulagsma yollariyla gerceklestigini
ortaya koymaktadir (Houta ve ark., 2021). Kontrolsiiz insan hareketliligi, uluslararasi hayvan
ticareti (0zellikle deniz yoluyla yapilan nakliyat) ve gdogmen yabani kuslar bu genotipin kitalar
arasinda tasinmasinda olas1 faktdrler olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle yabani kuslar,
Gammakoronaviriislerin asemptomatik tasiyicilari olarak rol oynayabilmekte ve yeni IBV suslarmin
kiimes hayvani popiilasyonlarina girisine aracilik edebilmektedir (Rahman ve ark., 2015; Nabavi

ve ark., 2016).
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Sekil 4.5-A. Sanger Dizileme Yo6ntemi ile 3\ XCE1 Orneginden Elde Edilen Kismi
Niikleotid Sekansinin Elektrogram Ciktisi

e Sekilde, 3\ XCE1 o6rnegine ait DNA sekansinin Sanger dizileme yontemi ile elde
edilmis elektrogram ¢iktist sunulmaktadir.

e Elektrogram, toplam 424 bazlik bir niikleotid dizisini gdstermekte olup, ozellikle
dizinin baglangic ve orta bdlgelerinde yiiksek sinyal kalitesine sahip oldugu
goriilmektedir.

e  Seckansin son kisimlarmda sinyal netliginde hafif bir diisiis gdzlenmis olup, bu durum
Sanger dizileme tekniginde uzun okumalarda yaygin olarak karsilasilan bir durumdur.

e  Genel olarak sekans kalitesi iyi diizeydedir ve ¢oklu dizi hizalamasi (MSA), BLAST
karsilastirmalar1 ve filogenetik analizler gibi ileri molekiiler analizler i¢in uygun

niteliktedir.
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Sekil 4.5-B. Sanger Dizileme Y&ntemi ile 3\ XCE2 Orneginden Elde Edilen Kismi Niikleotid
Sekansinin Elektrogram Ciktis1

e Sckilde, 3\ XCE2 ornegine ait DNA sekansinin Sanger dizileme yontemiyle elde
edilmis elektrogram ¢iktis1 gosterilmektedir.

e  Elektrogram, toplam 425 bazlik bir niikleotid dizisini igermekte olup, 6zellikle dizinin
baslangic ve orta bolgelerinde yiiksek sinyal kalitesine sahip oldugu goriilmektedir.

e Sckansin son kisimlarinda sinyal netliginde hafif bir diisiisgézlemlenmistir; bu durum,
Sanger dizileme yonteminde uzun okumalarda siklikla rastlanan tipik bir durumdur.

e  Genel olarak sekans kalitesi tatmin edici diizeydedir ve ¢oklu dizi hizalamasi1 (MSA),
BLAST Kkarsilastirmalar ile filogenetik analizler gibi ileri molekiiler ¢aligmalar igin

uygun niteliktedir.

Bu calismada, Avian Koronaviriislerin (AvCoV’ler) S1 geninin dizilemesi 15 pozitif saha
Ornegi tlzerinde basartyla gerceklestirilmis ve elde edilen tiim niikleotid dizileri GenBank
veritabanma yiiklenmistir. 1lgili kayitlar su anda “Unverified” (Dogrulanmanus) olarak
isaretlenmistir. Bu, GenBank kiirasyon ekibi tarafindan manuel inceleme yapilmadan 6nce yaygin
olarak verilen gegici bir statiidiir. Bu durum genellikle eksik anotasyonlardan, hakemli bir makale ile
baglanti kurulmamis olmasindan veya biyolojik meta verilerin (6rnegin, 6rnek kaynagi, konak
bilgileri ya da klinik bilgiler) yetersizliginden kaynaklanabilmektedir. Onemle vurgulamak gerekir
ki, bu statii dizilerin kalitesiyle ilgili bir eksiklikten degil, génderim dosyasindaki tamamlayici
bilgilerin yeterliliginden kaynaklanmaktadir. S6z konusu diziler bilimsel bir makalede
yayimlandiginda veya ek biyolojik veriler saglandiginda, bu dogrulama statiisiiniin giincellenmesi

beklenmektedir.
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Cizelge 4.5. Adana Ilinden toplanarak incelelen tavuk orneklerinden elde edilen IBV izolatlarmin
kismi S1 genine ait temel dizi bilgileri

Ornek No GenBank Erisim No. Ulke/izolat Adi Sekans Uzunlugu
(bp)
1 PP970560.1 Tiirkiye/XCE_3/2023 402
2 PP970561.1 Tiirkiye/XCE_6/2024 402
3 PP970562.1 Tiirkiye/XCE_7/2025 416
4 PP970563.1 Tiirkiye/XCE_8/2026 401
5 PP970564.1 Tiirkiye/XCE_9/2027 404
6 PP970565.1 Tiirkiye/XCE_10/2028 560
7 PP970566.1 Tiirkiye/XCE 11/2029 459
8 PP970567.1 Tiirkiye/XCE 12/2030 469
9 PP970568.1 Tiirkiye/XCE 14/2031 409
10 PP970569.1 Tiirkiye/XCE_15/2032 435
11 PP970570.1 Tiirkiye/XCE_16/2033 388
12 PP970571.1 Tiirkiye/XCE_18/2034 350
13 PP970572.1 Tiirkiye/XCE 24/2035 421
14 PP970573.1 Tiirkiye/XCE 25/2036 355
15 PP975074.1 Tiirkiye/XCE_27/2037 356

Bu calismada elde edilen Enfeksiyoz Bronsit Viriisii (IBV) izolatlar1 ile GenBank veri
tabanindan alinan referans sekanslar arasinda ¢oklu dizi hizalamasi yapilmistir. Yapilan hizalama,
hedef genin genis bolgelerinde yiiksek oranda niikleotid benzerligi ortaya koymustur. Bununla
birlikte, belirli pozisyonlarda birkag tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve zaman zaman
ekleme/silme (indel) olaylar1 gdzlenmistir. Bu varyasyonlarin, viral evrim siirecinde kazanilan nokta
mutasyonlarini yansittig1 ve potansiyel olarak viriisiin antijenitesini veya farkli ¢cevresel kosullara ve
konakg1 bagisiklik baskilarina adaptasyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Genel olarak hizalanan diziler, ilgili referans suslar1 ile yakin benzerlik paternleri
gOstermistir; ancak bazi lokuslarda belirgin niikleotid farkliliklarini korumustur. Bu tiir molekiiler
varyasyonlar, filogenetik ¢ikarimlar igin degerli belirtegler saglamaktadir ve saha izolatlar ile diinya
genelinde dolasan suslar arasindaki genetik iligkilerin tanimlanmasina yardimci olmaktadir.
Dolayisiyla, hizalama sonuglari, sonraki asamada gergeklestirilecek filogenetik agac olusturma ve

genotip siniflandirmasi igin kritik bir 6n basamak niteligi tasimaktadir.
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Sekil 4.6. IBV izolatlar1 ve referans suslarinin kismi spike (S) geninin ¢oklu
dizi hizalamas1

Bu sekil, Enfeksiyoz Bronsit Viriisii (IBV) saha izolatlarindan (PP erisim numaralari) elde
edilen kismi spike (S) gen niikleotid dizilerinin, GenBank veritabanindan alinan segilmis referans
suslariyla karsilastirmali ¢oklu dizi hizalamasini gostermektedir. Korunmus niikleotidler renkli
bloklarla belirtilmistir (adenin: kirmizi, timin: yesil, sitozin: mavi, guanin: sar1), degisken
pozisyonlar ise altta gosterilen konsensiis dizisinden sapmalarla isaretlenmistir. Hizalamanin altinda
yer alan korunum ¢ubugu, tiim diziler arasinda her bir pozisyondaki niikleotid benzerlik derecesini

gostermektedir; pembe renk tam korunum anlamina gelmektedir.
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Pairwise % Identity Heatmap (Global Alignment)
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Sekil 4.7. Kismi S1 geninin yiiksek dogruluklu kiiresel hizalamasina dayali olarak 15 IBV
saha izolatinin ikili ylizde benzerlik 1s1 haritasi

* Is1 haritasi, incelenen izolatlarin tiim ikili kombinasyonlar1 arasindaki niikleotid
benzerligini (%) gostermektedir. Diyagonal lizerindeki sar1 kareler %100 benzerligi (6z
karsilastirma) temsil ederken, daha sicak renkler (yesil-sar1) daha yliksek dizi
benzerligini, daha soguk renkler (mavi—mor) ise daha diisiik benzerligi gostermektedir.

*  Kiimeleme desenleri, filogenetik aga¢ ve hiyerarsik kiimeleme sonuclartyla uyumlu
olarak, birbirine yakin iligkili izolat gruplarini (%90’dan fazla benzerlik) ve daha diisiik

benzerlik gdsteren digerlerini (%70’in altinda) ortaya koymaktadir

48



Hierarchical clustering dendrogram (1 - identity)
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Sekil 4.8. Ciftli dizi benzerligine (1 — benzerlik metrigi) dayali olarak 15 IBV saha izolatinin
hiyerarsik kiimeleme dendrogrami

Dendrogram, kismi S1 gen dizilerinden elde edilen incelenen IBV izolatlar1 arasindaki
genetik akrabalig1 gostermektedir. Kiimeler hiyerarsik kiimeleme yontemiyle olusturulmustur; daha
kisa dal uzunluklar1 daha yiiksek niikleotid benzerligini ve daha yakin genetik iliskileri
gostermektedir. Ornegin PP970561.1, PP970563.1 ve PP970564.1 gibi bazi izolatlar yiiksek dizi
benzerligi ve yakin ortak ata ile uyumlu olarak siki kiimeler olustururken, PP970566.1 gibi digerleri
daha farkli dallarda konumlanmis ve daha yiiksek genetik farklilik gostermistir. Kiimeleme deseni,
filogenetik agac ve ikili benzerlik 1s1 haritast sonuglariyla uyumludur.

Calismada incelenen izolatlar arasinda yapilan ikili benzerlik analizi, hem %95 hem de %90
benzerlik esiklerinde farkli kiimelenme desenleri ortaya koymustur. %95 ve iizeri benzerlikte, bazi
izolatlar yiiksek dizi korunumu ve yakin ortak ata varligini isaret eden siki genetik kiimeler
olusturmustur; bu bulgu, IBV molekiiler epidemiyolojisine iliskin 6nceki ¢aligmalarla da tutarlidir
(Valastro ve ark., 2016; Jackwood, 2012). Buna karsilik, esigin %90’a diisiiriilmesi daha genis
kladlara ek izolatlarin dahil edilmesine ve daha uzak evrimsel iligkilerin ortaya ¢ikmasina yol
acmustir. Bu desenler, daha yakin iligkili izolatlarin daha koyu renk yogunlugu ile gosterildigi ve
daha yiiksek niikleotid benzerligini yansitti§i, daha farkli dizilerin ise daha acik tonlarla
gorsellestirildigi 1s1 haritasiyla da dogrulanmistir. Hiyerarsik kiimeleme dendrogrami da bu bulgulart
desteklemis, genetik olarak benzer izolatlar1 kisa dal uzunluklarina sahip ayri dallara ayirarak
minimal genetik farkliliklar1 isaret etmistir (Mo ve ark., 2013; de Wit ve ark., 2021).

Toplu olarak, bu sonuglar bazi izolatlarin yiiksek genomik benzerlik paylagtigini,
digerlerinin ise ayr1 kiimelere yerlestirilecek kadar farklilik gésterdigini ortaya koymaktadir. Bu
durum, c¢alisilan spike gen fragmanlarinda hem korunan hem de degisken bolgelerin bulundugunu ve

bunlarin antijenisite ile epidemiyolojik yayilimi etkileyebilecegini vurgulamaktadir (Jordan, 2017).
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00814057 1 Infectious bronchitis vines chicken/05-S5AMexico/20E3 (BI) spia protain 51 gens partiad ods

MH747084.1 Avian coronavirus strain 102 spike glycapratein (S 1) gene partial eds irag

o . PPOTOS60.1 Avien coronavires isalate TurkeywMCE 372023 spike protein-like gene pantial sequence
— . PPATOS61.1 Avian coronawinus isalate Turkeyw®CE 62024 spike protein-like gene partial sequence
. PPO70562.1 Avian coronawinus isalate Turkeyw®CE 72025 spike protein-like gene pariial sequence

PPE70573.1 Avian coranavirus isalate TurkeywXCE 25/2036 spike profein-like gena parial ssquence

PPE70563.1 Avian coronaverus isalate TurkewXCE /2026 spike protein-like gene partial saquence

. PPY70565.1 Avian coronawres isalate TurkeywXCE 1072028 spike protein-like gene partial sequence

— . PPET0574.1 Avian coronavirus isalate chickenTurkey®CE 2772023 spike protein-iike gene partial sequence

—_— . PPO70572.1 Avian coronavines isalate Turkeyw®CE 24/2035 spike profein-ike gene parial sequence
m— . PPOTOS64.1 Avian coronaverues isalate Turkey™CE %2027 spike protein-like gene partial saquence

KYE26045.1 Avian coronawvirus strain Mas Turkey
s
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KF 1864361 Infectious branchitis wirus strain H120 spike glycoprogein Turkey

MZ1870.1 Avian infectious bronchitis vins (strain H120) Turkey

PPA70566.1 Avian coronavirus isalate Turkeyw®CE 11/2029 spike profein-like gene partial sequence
PPOTOS71.1 Avian coronavnes isalate Turkew™CE 18/2034 spike protein-like gane partial sequence
FPPI70568.1 Avian coronavinus isalate TurkeywXCE 14/2031 spike protein-ike gene partial sequence

PPO70567_1 Avian coronavinus isalate TurkeywXCE 12/2030 spike protein-ike gene partial sequence

PPAT0568.1 Avian coronavins isalate Turkey®GE 1572032 spike protein-like gene partial sequence

PPE70570.1 Avian coranawirus isalate Turkeyw®CE 182033 spike profein-like gene partial sequence

MZ427008.1 Avian coronavirus isalate IEVDUHMO3 spike glycoprotein gene partial cds frag
t MZ427907 .1 Avian caronawirus isalate IEVIDUH/00 spike ghycoprotein gene partial cds Ireg

MZ427902.1 Avian coronavirus isalate IEVIDUHI0 spike glycoprotein gene partial cds ireg

OR4T5241.1 Infectious branchitis virus strain BRMSA2E25(340/22) P5 spike 51 gene partial cds Brazil

O0573560.1 infectous bronchitis vinus isolate BRMSA 2016 (655) spke protein 51 gene partial cds Mexco
MZEEE069.1 Avian coronavirus isolate 204 splis 51 subunit (S) gens partal cds aly

MZEEE05S.1 Avian coronavirus isalate 1205 spie 51 subunit (S) gene partial cde taly

[ MN337180.1 Infiectious bronchitis vinus strain g CoVIC/Poland/G246/2017 splke pratein 51 (S1) gene partial cds.
= MNAET173.1 infectious bronchitis vinus strain g CoVCk/Poland/G2T12016 spike protein 51 (51) gene partial cds

OR475242.1 Infectious branchitis virus strain BRMSA2045(600/22) P5 spike 51 gene pariial cds Brazl

ORATS238.1 Infectious branchitis virus strain BRMSAZO27(320/22) P4 spike 51 gene partial cds Brand

OR4TE240.1 Infectious branchitis virus strain BRMSAZO22{337/22) P4 spike 51 gene partial cds Brazl

005735611 Infectous bronchitis vinus isolate BRMSA 2018 (653) spéke profein 51 gene partial cds Mexsca

MZG6E085.1 Avian coronavirus isolate 483 spie 51 subunit (5) gens partal cds
[ OF475238.1 infectious branchitis virus strain BRMSA2020(333/22) P4 spike 51 gene partial cds Brazl
MZE6E058.1 Avian caranavirus izalate 1251 spika 51 subunit (S) gene partial cds Italy

MZEEEOE3.1 Avian coronawvirus isolate 682 spée 51 subunit (S) gene partial cds italy

Sekil 4.9. Saha izolatlar1 ve referans suslardan elde edilen IBV kismi spike (S1) gen dizilerinin
filogenetik agac1

Filogenetik agag, bu calismada elde edilen Enfeksiy6z Bronsit Viriisii (IBV) saha
izolatlarinin kismi S1 gen dizileri (kirmiz1 dairelerle vurgulanan) ile GenBank’tan alinan referans
suslar kullanilarak olusturulmustur. Analiz, tiim saha izolatlarinin belirli Tiirk referans suslariyla
yakin kiimelendigini ve yiiksek derecede genetik akrabalik gdsterdigini ortaya koymustur. Bu

kiimelenme deseni, incelenen izolatlarin Tiirkiye’de dolasimda olan ayni genotip veya soy hattina ait
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olabilecegini ve grup i¢inde minimal genetik farklilik bulundugunu diisiindiirmektedir.
Kiimelenmenin diger kiiresel referans suglara gére konumu ise, bolgesel olarak daha dnce bildirilen
suslarla yakinlik siirdiiriirtken filogenetik agidan kendine oOzgli bir farklihik sergiledigini
gostermektedir.

GenBank’tan alinan temsilci referans suslariyla birlikte hizalanan diziler kullanilarak
olusturulan filogenetik agac, tiim saha izolatlarinin Tiirk referans suslariyla birlikte tek bir klad icinde
siki sekilde kiimelendigini gostermistir. Bu kiimelenme deseni ve hizalamada gézlemlenen minimal
genetik farklilik, incelenen izolatlarin halihazirda Tiirkiye’de yaygin olarak dolasan ayni genotipe ait
oldugu hipotezini desteklemektedir. izolatlari Israil, Brezilya ve italya gibi diger bolgesel ve kiiresel
suslardan ayrigsmasi ise lokal evrim ve bolgesel kanatli popiilasyonlarina olast adaptasyonu isaret
etmektedir.

15 IBV saha izolatinin kismi S1 genine dayali yiiksek dogruluklu global hizalama
sonuclarina gore yapilan ikili dizi benzerligi analizi, filogenetik aga¢ ve hiyerarsik kiimelenme
sonuglartyla tutarli net bir genetik kiimelenme deseni ortaya koymustur. izolatlarin gogu %80’in
iizerinde dizi benzerligi paylasirken, bazilar1 %95’in iizerinde kimlik oranlariyla siki kiimeler
olusturmustur. Ornegin PP970561.1 ile PP970564.1 ve PP970562.1 ile PP970563.1, yakin ortak ata
ve minimal genetik farklilig1 isaret eden kiimeler halinde yer almistir. Filogenetik topoloji ve 1s1
haritas1 tabanli kiimelenme de bu bulgulart desteklemis, yiiksek benzerlige sahip izolatlar kisa
genetik mesafelerle ayn1 dallarda gruplandirmistir. Buna karsilik, PP970566.1 ve PP970567.1 gibi
izolatlar daha farkli suslarla (6r. PP970568.1, PP970572.1) karsilastirildiginda %5070 arasinda
daha diisiik benzerlik gostermis, filogenetik agacgta ayri dallar ve 1s1 haritasinda farkli kiimeler
olusturmustur. Cesitli analitik yaklagimlar arasindaki bu uyum, incelenen popiilasyon ig¢inde birbirine
cok yakin iligkili IBV varyantlarinin yani sira genetik olarak daha farkli soylarin da birlikte var
olduguna dair kanitlar1 giiglendirmektedir (Feng ve ark., 2014).

Bu molekiiler paternler birlikte degerlendirildiginde, bolgedeki IBV’nin dinamik genetik
yapisini ortaya koymakta ve viriisiin evrimi ile epidemiyolojisine dair 6nemli veriler sunmaktadir.
Bu bulgular, tespit edilen mutasyonlarin sinirli olmasina ragmen antijeniteyi ve asi etkinligini
etkileyebilecegi icin IBV genotip evrimini izlemeye yonelik siirekli molekiiler siirveyansin 6nemini
vurgulamaktadir.

Filogenetik agacta, KY626045.1 (Ma5), KF188436.1 (H120 spike glikoproteini) ve
M21970.1 (H120) kodlu referans suslar, yaygin olarak kullanilan Massachusetts (Mass) genotipine
ait canli atteniie as1 suslarini temsil etmektedir. Bu suslar, ¢calismada elde edilen saha izolatlarinin
ticari kanatl iiretiminde uygulanan asilarla olan genetik yakinhigmi degerlendirmek amaciyla
analizde yer almistir.

Filogenetik topoloji, ¢alismada elde edilen saha izolatlarinin Ma5 veya H120 as1 suslariyla
dogrudan kiimelenmedigini gostermektedir. Bunun yerine, izolatlar Tiirk saha referans suslariyla

yakin kiimelenen ayr1 bir klad igerisinde yer almakta ve farkli bir evrimsel yol izlediklerini ortaya
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koymaktadir. Saha izolatlari ile a1 suslar arasindaki dal uzunluklar1 nispeten fazladir; bu da kismi
S1 geninde belirgin niikleotid farkliliklarin1 yansitmaktadir.

Bu ayrisma, mevcut saha izolatlarinin Massachusetts tip as1 virlislerinden genetik olarak
uzaklastigini ve sahadan dogrudan yeniden izolasyon sonucu ortaya ¢ikmadigini diisiindiirmektedir.
Bunun yerine, Tirkiye’de lokal olarak dolasimda olan ve bagimsiz sekilde evrimlesmis saha
genotipleriyle daha uyumlu goriinmektedir. Bu sonuglar, a1 suslariyla genetik mesafenin antijenik
uyumu etkileyebilecegini ve dolayisiyla bolgedeki IBV salginlarini kontrol etmede as1 etkinligini
belirleyebilecegini gdstermesi bakimindan 6nemli stratejik sonuglara sahiptir.

Tirk ve ast suslarinin yani sira, filogenetik aga¢ farkli cografi kdkenlerden uluslararasi
referans dizilerini de igermektedir. Meksika (0Q814057.1, 0Q573560.1, OQ573561.1) ve Brezilya
(OR475241.1, OR475242.1, OR475238.1, OR475240.1, OR475239.1) kokenli suslar, Latin
Amerika’da dolasimda olan ve c¢aligmada incelenen izolatlarla dogrudan genetik baglantis
bulunmayan farkli kladlarda konumlanmastir. 1talya’dan (MZ666069.1, MZ666059.1, MZ666058.1,
MZ666063.1, MZ666085.1) ve Polonya’dan (MN887180.1, MN887173.1) elde edilen izolatlar ise
Avrupa’ya 6zgii ayr1 dallarda kiimelenmis ve Orta Dogu ile Tiirk suslarindan ayrigmistir.

Irak izolatlar1 (MH747094.1, MZ427908.1, MZ427907.1, MZA427902.1) incelenen
izolatlarla orta diizeyde genetik uzaklik gostermis ve Orta Dogu iginde bolgesel genetik ¢esitlilige
isaret eden ayri kladlar olusturmustur. Ancak bu izolatlar, mevcut saha izolatlarimi igeren Tiirk
grubuyla dogrudan kiimelenmemistir.

Israil varyanti 1S/1494/06 (EU780077.2), saha izolatlariyla belirgin genetik farklilik
gostermesi nedeniyle ¢oklu dizi hizalamasina ve filogenetik rekonstriiksiyona dahil edilmemistir. Bu
tiir bir farklilik, hizalama kalitesini ve agac topolojisini olumsuz etkileyebilirdi. Bununla birlikte,
BLAST analizinde gozlenen nispeten yiiksek niikleotid benzerligi, nemli evrimsel uzakliga ragmen
Israil varyant: ile incelenen izolatlar arasinda halen bazi korunan genomik bolgelerin paylasildigim
gostermektedir.

Genel olarak, filogenetik dagilim bu ¢aligmadaki saha izolatlarinin en yakin iliskisinin Tiirk
saha referans susglartyla oldugunu, ancak hem as1 suglarindan hem de diger uluslararasi genotiplerden
genetik olarak farklilik gosterdigini dogrulamaktadir. Bu durum, Tiirkiye’de lokal evrim hipotezini
desteklemekte ve yabanci suglarin olasi girislerini tespit etmek icin siirekli molekiiler siirveyansin

Onemini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.6. IBV S1 izolatlar1 icin BLAST ’taki en yiiksek eslesmeler (filogenetik agag referanslarina

dayali).

En Yakin Hizalama

Sorgu Uluslararasi Ulke/Yil Benzerlik Uzunlugu / | E-degeri

(Query) Eslesme (Erisim No % Kapsama
- Adi)

PP970560.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 97.49% 1598 0.0
1S/1494/06 (Israel-
like)

PP970561.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 97.99% 1598 0.0
1S/1494/06 (Israel-
like)

PP970562.1 | MZ427907.1 — | Irak, 2021 96.66% 461 0.0
IBV/DUH/100 S1

PP970563.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 97.99% 1598 0.0
1S/1494/06 (Israel-
like)

PP970564.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 97.51% 1598 0.0
1S/1494/06 (Israel-
like)

PP970565.1 | KF188436.1 — IBV | Tiirkiye 82.41% 3489 2e-101
H120 (as1  susu) 1611 7e-102
M21970.1

PP970566.1 | (divergent) — — — —

PP970567.1 | KF188436.1 — IBV | Tiirkiye 82.41% 3489 le-101
H120 (as1 susu)

PP970568.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 93.37% 1598 3e-169
1S/1494/06 (Israel-
like)

PP970569.1 | MZ427902.1 — | Irak, 2021 98.69% 462 0.0
IBV/DUH/20 S1

PP970570.1 | MZ427908.1 — | Irak, 2021 98.34% 449 0.0
IBV/DUH/103 S1

PP970571.1 | OQ814057.1 — | Meksika 87.71% 1274 6e-100
Meksika izolati 2022-23

PP970572.1 | MZ666059.1 — | Italya, 2021 | 98.47% 1614 le-168
Italya S1 izolatlari

PP970573.1 | KF188436.1 — IBV | Tiirkiye 85.48% 3489 2e-89
H120 (as1 susu)

PP970574.1 | EU780077.2 — IBV | Israil, 2006 | 98.30% 1598 0.0
1S/1494/06 (Israel-
like)

e Israil-benzeri sus EU780077.2 (IBV 1S/1494/06), epidemiyolojik énemi ve bazi saha
izolatlariyla gosterdigi yiiksek BLAST benzerligi (%97-98) nedeniyle referans olarak
dahil edilmistir. Ancak, filogenetik analiz bu susu ayr1 bir dalda konumlandirmis ve

yerel izolatlarla dogrudan kiimelenme gostermemistir.

[srail-benzeri referans sus EU780077.2 (IBV 1S/1494/06), diinya ¢apinda tanman ve

epidemiyolojik acidan énemli bir genotipi temsil etmesi nedeniyle filogenetik aga¢ olusturulurken
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kullanilan referans diziler arasinda yer almigtir. Bununla birlikte, bu ¢alismada elde edilen saha
izolatlariyla dogrudan kiimelenmemistir. Bu farklilik, BLAST tabanli benzerlik degerlendirmesi ile
filogenetik analiz arasindaki metodolojik farkliliklarla agiklanabilir. BLAST sonuglari, baz1 saha
izolatlar1 ile Israil-benzeri sus arasinda %97-98’c kadar ¢ikan yiiksek niikleotid benzerligi
gostermistir; ancak filogenetik agag, hedeflenen S1 gen bdlgesindeki hizalanmig dizilerden
hesaplanan evrimsel mesafelere dayanmaktadir. Dizilerdeki kiigiik varyasyonlar, dizi uzunlugu
kapsamindaki farkliliklar veya mutasyonlarin gen boyunca dagilimi dallanma diizenini etkileyebilir
ve dogrudan kiimelenmeyi engelleyebilir (Hall, 2013; Smith ve ark., 2016). Bu nedenle, Israil-
benzeri sus karsilastirmali amaclarla referans olarak kullanilmis, ancak agac topolojisinde saha
izolatlarindan filogenetik olarak ayr1 kalmistir.

Tirkiye’de yapilan onceki calismalarda da benzer bulgular rapor edilmistir; saha
izolatlarinin yabanci referans suglarla yiiksek BLAST benzerligi gdstermesine ragmen filogenetik
olarak onlarla kiimelenmedigi bildirilmistir (Kahya ve ark., 2013; Yilmaz ve ark., 2016; Miistak
ve ark., 2022).

Filogenetik analizi tamamlamak amaciyla, Israil varyant: 1S/1494/06 (EU780077.2) saha
izolatlartyla ikili BLAST analizi kullanilarak karsilagtirilmistir; ¢linkii belirgin genetik farkliliklart
coklu dizi hizalamasina dahil edilmesini engellemistir. Elde edilen niikleotid benzerlik yiizdeleri

Cizelge 4.7°de sunulmaktadir.

Cizelge 4.7. Yerel IBV izolatlari ile Israil referans susu EU780077.2 (1S/1494/06) arasindaki ikili
niikleotid dizi benzerligi (%) — S1 alt birim geninin (kismi cds) BLAST analizi temel
almarak. EU780077.2 erigim numarasi: 1598 bp uzunlu

Sorgu Kimligi Sorgu  Uzunlugu | E-degeri Benzerlik %
(Query ID) (bp)

PP970560.1 402 0.0 97.49%
PP970561.1 402 0.0 97.99%
PP970562.1 416 0.0 96.16%
PP970563.1 401 0.0 97.99%
PP970564.1 404 0.0 97.51%
PP970565.1 560 0.0 97.41%
PP970566.1 459 0.0 0.00%
PP970567.1 469 0.0 97.58%
PP970568.1 409 3e-169 93.37%
PP970569.1 435 0.0 98.15%
PP970570.1 388 0.0 98.04%
PP970571.1 350 8e-100 87.71%
PP970572.1 421 le-168 98.47%
PP970573.1 355 2e-179 98.02%
PP970574.1 356 0.0 98.30%

Israil varyanti 1S/1494/06 (EU780077.2), saha izolatlariyla belirgin genetik farkliliklar
gostermesi nedeniyle ¢oklu dizi hizalamasi ve filogenetik rekonstriiksiyona dahil edilmemistir. Bu

farkliliklarin dahil edilmesi, hizalama kalitesini ve agag¢ topolojisini bozabileceginden disarida
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birakilmistir. Bununla birlikte, genel niikleotid benzerligini degerlendirmek amaciyla ikili BLAST
analizi yapilmistir. Cizelge 4.7°de sunulan sonuglar, evrimsel uzakliga ragmen nispeten yiiksek
benzerlik degerleri gostermistir. Bu goriinen geliski, BLAST 1n yalnizca dizi hizalamasina dayali
olarak ikili niikleotid benzerligini hesaplamasindan kaynaklanmaktadir; BLAST evrimsel yollar
veya mutasyonlarin gen boyunca dagilimini dikkate almaz. Buna karsilik, filogenetik kiimelenme
genel genetik mesafeye ve ozellikle S1 glikoproteininin hipervaryabl bolgeleri gibi antijenite veya
viral adaptasyon acgisindan kritik bdlgelerdeki mutasyonlarin tiirii ve konumuna baghdir (Hall ve
ark., 2013; Feng ve ark., 2014). Bu nedenle, kiiclik fakat stratejik olarak konumlanmig niikleotid
degisiklikleri, genel olarak yiiksek dizi benzerligine ragmen izolatlar1 farkli dallara yerlestirebilir.
Bu ¢alismada gézlemlenen desen, saha izolatlari ile Israil varyantinin ayr1 evrimsel soylar izledigini,
tespit edilen dizi benzerliginin ise muhtemelen yakin ortak atadan ziyade korunmus genomik
bolgeleri yansittigini gostermektedir.

Cizelge 4.7’ de goriildiigii lizere, on bes saha izolatinin on dordii IS/1494/06-benzeri (varyant
2) susu ile yiiksek niikleotid benzerligi (%87-98,5) gdstermistir. Bu durum, gii¢lii bir genetik
akrabaliga isaret etmekte ve s6z konusu izolatlarin muhtemelen ayni evrimsel kokene sahip
olduklarim veya ayn1 genotipik soy i¢erisinde yer aldiklarini diisiindiirmektedir (Meir ve ark., 2010).
Buna karsilik, bir izolat Israil referans susu ile karsilastirildiginda BLAST analizinde %0 benzerlik
gostermistir. Bu benzerligin tespit edilememesi, izolatin genetik olarak farkli bir soyu temsil
edebilecegini ve muhtemelen sahada dolasan farkli bir genotip ya da varyanta ait oldugunu
disiindiirmektedir. Boyle bir farklilik, dis kaynaklardan yeni bir susun girisi, yerel secilim baskilart
altinda uzun siireli bagimsiz evrim ya da analiz edilen genomik bolgede genis ¢apli dizi varyasyonu
nedeniyle anlaml1 hizalamanin gerceklesememesi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir (Jackwood ve ark.,
2017). Bu dikkat g¢ekici bulgu, bolgede dolasan AvCoV’lerin genetik ¢esitliligini vurgulamakta ve
farkli genetik imzalara sahip yeni varyantlarin tespit edilebilmesi igin siirekli molekiiler siirveyansin

Onemini ortaya koymaktadir.
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Neighbor-Joining tree (trimmed common region with EU780077.2)
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Sekil 4.10. Saha izolatlar1 ile Israil susu (EU780077.2) arasindaki S1 geninin ortak kisaltilmus
bolgesine dayali Neighbor-Joining filogenetik agaci (ikili kimlik mesafeleri kullanilarak
olusturulmustur).

Kisaltilmig S1 gen bolgesinden olusturulan Neighbor-Joining filogenetik agaci, bu ¢aligmada
elde edilen saha izolatlar: ile Israil susu EU780077.2 arasindaki genetik iliskileri (alt kiimeleri)
gostermektedir. BLAST analizinde saha izolatlar1 ile EU780077.2 arasinda %87,71 ile %98,47
arasinda degisen yiiksek ikili benzerlik degerleri saptanmasina ragmen, filogenetik agac topolojisi
saha izolatlarmin biiyiik cogunlugunun israil susundan ayri1 dallar olusturdugunu ortaya koymustur.
Bu uyumsuzluk, dizi benzerligi ile filogenetik akrabalik arasindaki temel farkliliktan
kaynaklanmaktadir: BLAST yalmizca hizalanan bolgelerdeki ikili niikleotid benzerligini
hesaplamakta, oysa filogenetik kiimelenme genel genetik mesafe ve mutasyonlarin dizilim boyunca
dagilimindan etkilenmektedir (Smith ve ark., 2016; Cantarel, 2006). Dolayisiyla yiiksek BLAST
benzerligi, dogrudan filogenetik kiimelenmeyi garanti etmemektedir.

Elde edilen bulgular, saha izolatlarinin S1 geninde korunmus bdlgeler paylasmasina ragmen
EU780077.2°den ayr1 evrimsel yollardan ilerledigini gostermektedir. Baz1 izolatlarin Israil susuna
nispeten daha yakin konumlanmasi, kismi genetik korunumu veya ortak ataya ait dizilerin
paylasilmasina isaret edebilir. Ancak genel filogenetik ayrigsma, saha izolatlarinin genetik olarak
farkli varyantlar oldugunu ve yerel epidemiyolojik ya da ekolojik kosullara uyum saglamig
olabilecegini gostermektedir (Valastro ve ark., 2016; Jackwood ve ark., 2017).

Bu c¢alismada incelenen kismi S1 gen dizilerinde goézlenen yiiksek farklilasma ve
GenBank’tan elde edilen diger kismi S1 gen dizileriyle uzak akrabalik iligkileri iki 6nemli hususu
ortaya koymaktadir: (i) AvCoV’lerin yiliksek mutasyon potansiyeli ve (ii)) AvCoV popiilasyonlarinin

evrimsel dinamikleri. Bu iki 6zellik, siirekli olarak yeni suslarin ortaya ¢ikmasina yol agmakta ve
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kanatli sektoriinde ciddi saglik ve ekonomik sonuglart azaltabilmek icin siki kontrol dnlemlerinin
almmasini zorunlu kilmaktadir. AvCoV’lerin yiiksek mutasyon kapasitesi esas olarak RNA’ya
bagimli RNA polimerazin yiiksek hata oranindan (Duraes-Carvalho ve ark., 2015) ve S1 genindeki
varyasyonlardan (Khataby ve ark., 2020) kaynaklanmaktadir.

Israil varyant1 1S/1494/06 (EU780077.2), GI-23 soyuna ait olup Tiirkiye ve komsu iilkelerde
yaygin olarak bildirilmistir. Tiirkiye’de yapilan c¢esitli ¢aligmalarda bu susla yiiksek niikleotid
benzerligi ve yakin filogenetik kiimelenme gosteren izolatlar tespit edilmistir. Ornegin Kahya ve
ark. (2013), Tirk broyler ve damizlik siiriilerinde 1S/1494/06-iligkili izolatlar1 %99’a kadar
niikleotid benzerligiyle tanimlamis ve ayni soy i¢inde kiimelendiklerini rapor etmistir. Benzer
sekilde, Yilmaz ve ark. (2016) hem as1 kaynakli (Massachusetts tipi) hem de 1S/1494/06-benzeri
viriislerin Tiirkiye’de dolastigin1 ve GI-23’iin yerel popiilasyonda yerlestigini gostermistir. Daha
yakin zamanda Ongor ve ark. (2021), genetik farklilasma olmasina ragmen Tiirk siiriilerinde
1S/1494/06-benzeri viriislerin varligimi dogrulamustir.

Bu bulgularin aksine, mevcut calismadaki saha izolatlar1 1S/1494/06 ile filogenetik
kiimelenme gdstermemistir. Ciftli BLAST analizleri nispeten yiiksek niikleotid benzerligi ortaya
koymasina ragmen (Cizelge 4.7), belirgin filogenetik uzaklik, izolatlarin farkli evrimsel rotalar
izledigini gostermektedir. BLAST analizinde goriilen yiiksek benzerlik ile filogenetik kiimelenmenin
olmamasi arasindaki bu uyumsuzluk, BLAST 1n genel dizi benzerligini 6l¢mesi fakat mutasyonlarin
filogenetik dagilimmi hesaba katmamasindan kaynaklanmaktadir. Buna karsilik filogenetik agac
topolojisi, 6zellikle S1 glikoproteininin hipervaryabl bdlgelerinde meydana gelen mutasyonlarin
sekillendirdigi evrimsel yollar1 yansitmaktadir.

Mevcut izolatlarin IS/1494/06’dan ayrigmasi, GI-23 soyuna ait korunmus genomik bolgeleri
paylagmakla birlikte farkli giris olaylar1 veya bdlgeye 6zgili segilim baskilar1 nedeniyle bagimsiz
olarak evrimlesmis, bolgeye uyum saglamig IBV varyantlarinin varligina isaret edebilir. Bu bulgu,
GI-23’iin Orta Dogu’da ortaya ¢iktigin1 ve Tiirkiye {izerinden Avrupa’ya yayildigini, ancak cografi
ve konakgiya bagl faktorlere gore daha fazla cesitlilik kazandigin1 gdsteren kiiresel epidemiyolojik
analizlerle uyumludur (Houta ve ark., 2021; Lisowska ve ark., 2017; Mousavi ve ark., 2018).

Tiirkiye’de yapilan bir calismada (Miistak ve ark., 2022), MN685771.1 susunun, S1 geninin
kismi dizilerine gore Israil varyantt EU780077.2\_IBV\_isolate\ 1S/1494/06 (Variant 2) ile %99
oraninda benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Bu durum, AvCoV suslarinin Israil gibi komsu cografi
bolgeler arasinda yayilim olasiligin1 desteklemektedir. Benzer sekilde, 2023 yilinda Balikesir’de
yapilan baska bir ¢alismada, en yaygin AvCoV varyantlar1 OL981643.1 ve OL981644.1’in hem
patojenik hem de ateniie 4/91 IBV suslari ile %99,35 ve %98,69 benzerlik gostererek Israil 720-99
susuna yakin oldugu bildirilmistir (Ardigch ve ark., 2023).

Bununla birlikte, mevcut ¢alismanin sonuglari, 2014—2015 yillar arasinda Irak’ta yapilan bir
aragtirma ile tam uyum gostermemektedir. S6z konusu aragtirmada 32 AvCoV varyanti dort

genotipe/gruba ayrilmistir: Grup I, 15 saha izolati (%46,87) iceren [S/1494-benzeri viriisler (Variant
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2); Grup I, 13 saha susu (%40,62) igeren 793/B-benzeri viriisler; Grup III, {i¢ saha susu (%9,37)
igeren QX-benzeri viriisler ve Grup IV, bir saha susu (%3,12) igeren DY 12-2-benzeri virlisler (Seger
ve ark., 2016).

IBV’nin smiflandirilmasinda anahtar rol oynayan S1 genine yonelik ¢aligmalar, Irak ve
Tiirkiye’de tespit edilen bazi suslarin yiiksek diizeyde genetik benzerlik gosterdigini ortaya
koymustur. Bu 6zellikle Orta Dogu’da yaygin olan bazi genotipler i¢in gegerlidir. Veterinary World
dergisinde yayimlanan bir ¢aligmada (2020), Irak’taki izolatlarin GI-23 soyu (Variant 2) olarak
bilinen Israil susu 1S/1494/06 ile %98’e varan dizi benzerligi sergiledigi rapor edilmistir. Bu bulgu,
viriisiin Tiirkiye ve Iran gibi komsu iilkelerde dolasan suslarla yakin akrabaligini gdstermektedir
(Alhatami ve ark., 2020).

Tirkiye’de yapilan diger bir ¢alismada ise GI-23 (Variant 2) ve GI-19 (QX-benzeri)
genotiplerinin varhi@g bildirilmis; bazi Tiirk izolatlarmin Irak ve Iran suslariyla giiclii genetik
benzerlik gosterdigi, bunun da gé¢cmen kuslar, ticaret veya etkisiz asilama gibi faktorlerle sinir 6tesi
dolasima isaret ettigi belirtilmistir (Yilmaz ve ark., 2016).

Bu caligmada analiz edilen kismi S1 gen dizileri, 15 saha izolatindan 14’iiniin IS/1494/06-
benzeri (Variant 2) viriislerle %87 ile %98,5 arasinda benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu
sonu¢, Yilmaz ve ark. (2016)’nin farkli bolgelerden topladigr 63 AvCoV izolatinin %48,9’unun
1S/1494/06-benzeri (Variant 2) viriislerle benzerlik gosterdigini bildirdigi ¢alismayla tam olarak
ortiismemektedir. Bu tiir benzerlik oranlarindaki farkliliklar, izolatlarin farkli bolgelerden veya farkli
kanatli tiirlerinden toplanmis olmasindan kaynaklanabilir.

Bununla birlikte, mevcut ¢alismadaki AvCoV suslarinin GenBank veri tabanindaki kiiresel
suslarla olan uzak genetik iligkisi, Tirkiye’de endemik bir AvCoV havuzunun varligim
gostermektedir. Gelecekte yapilacak caligmalarin, Tirkiye’nin farkli cografi bdlgelerinden elde
edilecek daha genis Orneklem biyiikliigiiyle molekiiler filogenetik analizleri kapsamasi
onerilmektedir. Ayrica, baskin genotiplerin belirlenmesi amaciyla ileriye doniik genotiplendirme
calismalarinin yiiriitiilmesi de 6nerilmektedir.

Serbest dolasan tavuklarin ticari kiimes hayvanciligi i¢in ciddi bir tehdit olusturdugu
bilinmektedir. Ancak, bu tehdit siki biyogiivenlik 6nlemleri ve etkin ticari ¢iftlik yonetim
uygulamalari ile biiylik 6l¢iide azaltilabilir. Pohjola ve ark. (2017) tarafindan da bildirildigi iizere,
su ana kadar ticari olmayan siiriiler ile ticari siiriiler arasinda dogrudan bir hastalik bulagma vakas1
dogrulanmamistir. Bu durum, her iki iiretim sisteminde de saglam biyogiivenlik protokollerinin
stirdiiriilmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Bu calismada elde edilen bulgular, koy tavukculugu sistemlerinde biyogiivenlik
uygulamalarinin genellikle yetersiz oldugunu ve bunun viriisiin saha kosullarinda kolaylikla
yayilmasina neden olabilecegini gostermektedir. Ozellikle serbest dolasim, yabani kuslarla temas,
kontrolsiiz hayvan hareketleri, yem paylasimi ve ekipman transferi gibi faktérler IBV’nin yatay

bulagmasini kolaylastirmaktadir (Hamilton-West ve ark., 2012; Alhaji ve Odetokun, 2011).
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Literatiirde de belirtildigi tizere, diisilk biyogiivenlik diizeyi enfeksiydz hastaliklarin kontroliinii
giiclestirmekte ve bolgesel salginlarin siirdiiriilmesine neden olmaktadir (Conan ve ark., 2012;
Maduka ve ark., 2016). FAO (2008) ve OIE (2021) tarafindan bildirilen bulgular da bu sonuglari
desteklemekte; kiiciik 6lgekli tiretim birimlerinde basit ancak diizenli biyogiivenlik dnlemlerinin
(izolasyon, temizlik, dezenfeksiyon, personel kontrolii) uygulanmasinin, IBV ve benzeri solunum
yolu etkenlerinin yayilimini sinirlamak i¢in en etkili stratejilerden biri oldugunu gostermektedir. Bu
durum, 6zellikle koy tavukgulugu gibi diisiik kontrol diizeyine sahip iiretim sistemlerinde siirekli
farkindalik ve saha egitiminin gerekliligini vurgulamaktadi) Tekelioglu ve Al-Saedi; 2021).

Bu calismadan elde edilen bulgular, Enfeksiy6z Bronsit Viriisii (IBV)’ nin yalnizca ticari
kanatli isletmelerde degil, ayn1 zamanda serbest dolasan kdy tavuklar1 arasinda da yaygin olarak
dolastigim1  gostermektedir. Ozellikle kiigiik olgekli veya kirsal iiretim birimlerinde IBV
enfeksiyonlarinin ¢ogunlukla subklinik seyirli oldugu, yani belirgin klinik belirtiler gdstermeden
devam ettigi anlasilmigtir. Bu durum, koy tavuklarinin viriis i¢in 6nemli bir rezervuar rolii
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, Senegal, Nijerya ve Burundi’de yiiriitiilen saha
arastirmalarinda da serbest dolasan tavuk populasyonlarinda IBV’nin yiiksek oranda dolastig
bildirilmistir (Owoade ve ark., 2006; Emikpe ve ark., 2010; Ntirandekura, 2011).

Afrika kitasinda IBV ile ilgili bildirilen veriler oldukga smirlidir. Ornegin, Fas’ta 1982—1983
yillarinda (El Houadfi ve Jones, 1985), Misir’da 2003 yilinda (Abdel-Moneim ve ark., 2006) ve
Nijerya’da 2006—2007 yillarinda (Ducatez ve ark., 2009) birka¢ vaka bildirilmistir. Ancak bu sinirl
raporlar, viriisiin yoklugunu degil, aksine epidemiyolojik gozetim eksikligini ve kirsal
popiilasyonlarda yeterli tarama ¢alismalarinin yapilmadigin1 gostermektedir. Bu durum, IBV’nin
Afrika ve benzeri ekosistemlerdeki kanatli populasyonlarinda gercek yayilimimi anlayabilmek i¢in
stirekli izleme ve molekiiler diizeyde analizlerin gerekliligini vurgulamaktadir.

Enfeksiyoz bronsit iizerine yapilan oOnceki arastirmalar genellikle ticari siiriilere
odaklanmustir; ancak kirsal bolgelerdeki serbest dolasan tavuklar, viriisiin evrimi ve yeni varyantlarin
ortaya cikist agisindan onemli bir kaynaktir. Bu hayvanlar, diisiik biyogiivenlik kosullar1 altinda,
diizensiz agilama uygulamalart ile yetistirildiginden, IBV nin fark edilmeden yayilmasina ve genetik
cesitliligin artmasina katkida bulunmaktadir (Munir ve ark., 2012). Dimitrov ve ark. (2016) ve
OIE (2021) raporlar da, bu tiir popiilasyonlarda yiiriitiilen molekiiler gézetim eksikliklerinin, etkili
kontrol ve asilama stratejilerinin gelistirilmesini giiglestirdigini vurgulamistir.

Serbest dolasan kdy tavuklari, gesitli epidemiyolojik ¢alismalarda da belirtildigi iizere,
kanatl hastaliklar i¢in dogal rezervuarlar olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, bu siiriilerde
biyogiivenlik dnlemlerinin sinirli olmasi, enfeksiyonlarin sessiz yayilimina (subklinik enfeksiyon)
ve bolgesel salginlara kars1 duyarliligin artmasina neden olmaktadir. Son yillarda bu tiir yetistiricilik
artig gostermis olsa da, bu popiilasyonlarin saglik durumu ve tasidiklar viral ¢esitlilik halen yeterince

arastirilmamistir (Kouakou ve ark., 2015).
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Bu caligmanin bulgulan ayrica, farkli bolgelerde IBV pozitiflik oranlarimin degiskenlik
gosterdigini ortaya koymustur. Bu farkliliklar; ¢evresel, ekolojik, cografi ve metodolojik bir¢ok
faktoriin etkilesimiyle agiklanabilir.

Iklimsel ve gevresel faktorler:

1. Sicaklik, nem orani, riizgar hiz1 ve havalandirma kosullari, viriisiin ¢evresel stabilitesi
iizerinde dogrudan etkilidir. Iliman ve nemli iklimlerde viriis daha uzun siire canl
kalabilir ve bu da pozitiflik oranlarini artirabilir (Zhao ve ark., 2023).

2. Uretim yogunlugu ve mekansal yap1: Kiimeslerin mekansal yogunlugu, IBV ’nin yatay
bulagma olasiligin1 belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir. Filodinamik analizler,
yiiksek yogunluklu bolgelerde IBV’nin daha hizli yayildigin1 gostermektedir (Franzo
ve ark., 2020; Campler ve ark., 2024).

3. Kus go¢ yollari: Tiirkiye, Afro-Avrasya ve Orta Asya kus gdc¢ yollarinin kesisim
noktasinda yer almaktadir. Go¢men kuslar, farkli bolgelerdeki IBV varyantlarini
tastyarak viriisiin yeniden dolasimina neden olabilir. Ozellikle GI-23 (IS/1494/06)
varyantinin Ortadogu—Tiirkiye hattindaki dolagimi bu olasiligi desteklemektedir
(Houta ve ark., 2021; Rafique ve ark., 2024, Tekelioglu, 2025).

Kanathi hayvan viriislerinin diinya genelindeki dolagimi ve bulagsmasi baslica iki yolla
gerceklesmektedir. Ik yolda kaz, ordek, kugu ve flamingo gibi yabani su kuslar1 araci rol
oynamaktadir. Uzun mesafeler kat eden ve her yil ayni1 go¢ rotalarini izleyen bu kuslar, viriislerin
genis cografyalara yayillmasina 6nemli Olclide katki saglamaktadir (Tekelioglu, 2025). Tiirkiye
Cumbhuriyeti, cografi konumu itibariyla diinyanin en énemli gogmen kus ugus rotalarindan biri
iizerinde yer almaktadir. Ikinci bulagma yolu ise geleneksel olarak canli kanatli hayvan ticaretinin
yapildig1 hayvan pazarlar ile yerel pazarlardir (Greenfield, 2020.

Diinya iizerinde dort ana kus goc rotast bulunmaktadir ve bunlardan ikisi Tiirkiye
sinirlarindan gegmektedir. Kuslar, havalarin sogumasiyla birlikte kis aylarinda gé¢ etmeye baslarlar.
Goglerin temel nedeni, soguk ve karli havalarda yiyecek bulmanin giiclesmesidir. Kus gogleri
genellikle sonbahar aylarinda kuzey yarimkiireden giiney yarimkiireye dogru gerceklesir. Kuslar,
Afrika—Avrupa ve Afrika—Asya olmak tizere iki ana go¢ rotasini yil icerisinde iki kez kullanarak gog

ederler (Ozkan, 2019; Turan, 2009) (Sekil 4.11).
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4. Arazi yapist ve izolasyon: Daglik veya izole bdlgelerde siiriiler arasi temas az
oldugundan bulagsma siirl kalabilirken, diiz alanlarda veya ulagim aglarinin yogun
oldugu yerlerde ekipman, yem veya is giicli hareketleri viriisiin yatay yayilimini
kolaylastirabilir.

5. Metodolojik etkenler: Ornekleme zamani ve kullanilan &rnek tiirii (trakeal, kloakal veya
sekal tonsil) sonuclari dogrudan etkiler. Enfeksiyonun erken déneminde trakeal
ornekler pozitifken, ge¢ donemlerde kloakal dokularda viriisiin daha uzun siire varligini
stirdiirdiigii bildirilmistir (Trevisol ve ark., 2023). Ayrica drnek sayisimin azlig1 veya
temsiliyetin yetersizligi “yalanci negatif” sonuglara neden olabilir.

6. Genetik varyant farkliliklari: Saha suslari ile kullanilan as1 suslar1 arasindaki genetik
uyumsuzluklar da pozitiflik farklarinin nedenlerinden biridir. Ozellikle GI-23 (Var2/IS-
1494/06) genotipinin Tiirkiye ve cevresinde yaygin olarak tespit edilmesi, mevcut
asilarin bu varyanta karsi yeterli koruma saglamadigini géstermektedir (Houta ve ark.,

2021; Trevisol ve ark., 2023; Rafique ve ark., 2024).

Sonug olarak, elde edilen bulgular; ¢evresel kosullar, iiretim yogunlugu, gbé¢men kus
hareketleri, arazi yapisi, ornekleme stratejileri ve genetik varyant farkliliklariin birlikte IBV nin
saha dagilimini sekillendirdigini gdstermektedir. Bu durum, IBV’nin siirekli evrim gegiren ve

cevresel faktorlere hizla uyum saglayan bir viriis oldugunu desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1-

Adana ilindeki kirsal kanatl siiriilerinden IBV’nin basarili bir sekilde ilk izolasyonu,
viriisiin ticari olmayan iiretim sistemlerinde dolasmaya devam ettigini gostermekte ve
sonraki molekiiler ve filogenetik analizler i¢in kritik bir temel saglamaktadir.

IBV saha izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik analizi, bazi
izolatlarin kendi aralarinda ytiksek niikleotid benzerligi (> %95) gostererek yakin ortak
ataya ve lokal dolagima isaret ettigi, farkli genetik kiimelerin varligini ortaya koymustur.
Bazi referans suslartyla yliksek BLAST benzerlik degerlerine ragmen, filogenetik agac
calisilan izolatlarin evrimsel olarak ayrildigini gostermistir. Bu durum, dizi benzerligine
dayal1 analizlerle evrimsel mesafe temelli analizler arasindaki metodolojik farkliliklar:
vurgulamaktadir.

Yaygin olarak kullanilan as1 suslartyla (6r. Ma5, H120) kiimelenmenin olmamasi,
dolagimdaki saha suslar ile bolgede ticari olarak uygulanan asilar arasinda 6nemli
genetik farklilik oldugunu gostermektedir.

Epidemiyolojik acidan &nemli referans suslara (6r. 1S/1494/06, Israil-benzeri) diisiik
benzerlik gosteren genetik olarak farkli varyantlarin tespiti, mutasyon, rekombinasyon
ve ast kaynakli seleksiyon baskisi ile yonlendirilen IBV’nin devam eden genetik
evrimini ortaya koymaktadir.

Bulgular, IBV’nin karmagik epidemiyolojik yapisini vurgulamakta ve mevcut asilama
stratejilerinin tiim dolagimdaki genotiplere karsi optimal koruma saglamayabilecegine

isaret ettigi diisliniilmektedir.

Caligmanin sonuglar1 dogrultusunda gelecek aragtirmalar igin Oneriler:

1-

Hem serbest gezen ev tipi (arka bahge) tavuk siiriilerinden hem de ticari siiriilerden
yapilacak izolasyon calismalarin siirdiiriilmesi ve genisletilmesi, yeni varyantlarin
erken tespiti ve aragtirma ile as1 gelistirme icin yerel olarak ilgili IBV suslarin bir
havuzunun olusturulmasina katki saglayabilecektir.

Hem ticari hem de ev tipi (arka bahge) kanatli sistemlerinde IBV 'nin genetik ¢esitliligini
ve evrimsel dinamiklerini izlemek amaciyla siirekli molekiiler siirveyans
programlarinin uygulanmasi.

Epidemiyolojik izleme i¢in kullanilan IBV referans sus veri tabaninin diizenli olarak
giincellenmesi ve yerel olarak dolasan ve sahada ortaya ¢ikan yeni genotiplerin dahil

edilmesi.
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4-

Mevcut asilarin  koruyucu kapasitesini degerlendirmek ve bolgeye Ozgii asi
formiilasyonlariin gelistirilmesine rehberlik etmek icin, yerel olarak yaygin IBV
suslar1 kullanilarak as1 etkinligi denemelerinin yapilmast.

Yeni veya farkli IBV varyantlarmin yayilimini ve ¢iftlikler aras1 bulagmasini en aza
indirmek i¢in ¢iftlik ve bolgesel diizeyde biyogiivenlik dnlemlerinin giiglendirilmesi.
IBV ’nin siiriiler lizerindeki hastalik baskis1 etkisini azaltmak i¢in iireticilerin zamaninda
bildirim, uygun agilama programlar1 ve koruyucu yonetim uygulamalari konusunda

egitilmesinin tesvik edilmesi.
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OZGECMIS

ROAA LATEEF RADHI AL SAEDI. Evli olup iki ¢ocuk annesidir. 2010 yilinda Basra
Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden mezun oldu ve 2015 yilinda aym fakiiltede Kanatli Hastaliklari
Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimini tamamladi. Anadilim Arapga olup, ayrica iyi derecede
olarak Ingilizce ve Tiirkce dillerine de hakimim. 2015-2018 yillar1 arasinda Basra Universitesi
Veteriner Fakiiltesi’nde Kanatli Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda 6gretim gorevlisi olarak gorev yapti,
halen Basra Veteriner Hastanesi Kanatli Hayvanlar Boliimii’'nde veteriner hekim olarak
calismaktayim. Bilimsel alanda yayimlanmis ii¢ arastirma makalem ve dort derleme makalem
bulunmaktadir; bunlar arasinda Pathogenicity Testing of Several APEC Isolates Obtained From
Naturally Infected Broiler Birds Reared in Basrah, Transmissibility of Infectious Bronchitis Virus
Vaccines Between Vaccinated and Unvaccinated/Attached Birds Under Experimental Conditions,
Isolation and Serological Identification of Pathogenic Escherichia coli From Broiler Chicks adli
arastirmalar ile Coronavirus Avian Infectious Bronchitis Virus (IBV) Review From the COVID-19
Perspective, Wild Bird Avian Coronaviruses, Major Viral Infections of Poultry ve Chemical and
Physical Disinfection Methods in Coronavirus Infections baglikli derleme ¢aligmalarim yer
almaktadir. Ayrica pek ¢ok ulusal ve uluslararasi kongreye katildim; bunlardan bazilar1 sunlardir:
2014 ve 2016 yillarinda Basra Universitesi’nde diizenlenen 4. ve 5. Uluslararas1 Veteriner Bilimleri
Konferanslar1, 2017°de Giiney Teknik Universitesi’nin 2. Uluslararas1 Konferansi ve ayni yil Basra
Universitesi'nde Zoonotik Kanatli Hastaliklar1 Bilimsel Semineri, 2020 yilinda UN-FAO ve
Cukurova Universitesi is birligi ile Adana’da diizenlenen “Kiigiik Olcekli Tavuk Siiriileri icin
Asilama ve Saglik Yonetimi” egitimi, 2021 yilinda EJONS’un diizenledigi 11. Uluslararasi
Matematik, Miihendislik ve Doga Bilimleri Kongresi (Online, Urdiin), 2022 yilinda Adana’da
gergeklestirilen Cukurova 8. Uluslararasi Bilimsel Arastirmalar Konferansi, yine ayni yil Paris’te
diizenlenen EJONS 14. Uluslararas1 Matematik, Miihendislik ve Doga Bilimleri Kongresi (Online)
ve Tlrkiye nin Adiyaman ilinde gerceklestirilen 9. Uluslararast GAP Zirvesi Bilimsel Arastirmalar

Kongresi’dir. Genel bilgilernize saygilarimla arz ederim.
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Ek Cizelge A: Bu cahismada kullanilan ticari kitlerin tiirleri ve ozellikleri:

Kit Reactions Cat.No.
PureLink ™ Viral RNA/DNA Mini Kit. 50 12280050
OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit 100 G236
5 x HOT FIREPoI® Probe qPCR Mix Plus (ROX) | 50 08-14-0000S

Ek Cizelge B: PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit’in bilesenleri ve miktarlar1 asagidaki

Cizelgeda sunulmustur.

Bilesen Miktar
Viral Lysis Buffer 32 mL
Wash Buffer 15 mL
Recovery Tiipleri 50 adet
Wash Tiipleri 2 x50
Tastyict RNA (Carrier RNA) 310 pg
RNazsiz Su (E3) 15.5 mL
Viral Spin Kolonlar1 (Toplama Tiipleri ile) | 50 adet

Ek Cizelge C: RT-PCR Deneylerinde kullanilan yardime iiriinler, miktarlar1 ve katalog

numaralari
Uriin (Item) Miktar Katalog No
(Quantity) (Cat. No.)
PureLink™ Viral Collection Tiipleri 100 12282100
RNase AWAY™ Dekontaminasyon Reaktifi | 250 mL 10328011
PureLink™ Folyo Bant 50 parca 12261012
PureLink™ “Viral Lysis Buffer 500 mL 12282500
UltraPure™ “DEPC-islenmis Su” 1L 750023
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distile Su 500 mL 10977015
Maya tRNA 25 mg 15401011
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) 500 mL 10010023
SuperScript™ III One-Step RT-PCR Sistemi | 100 12574026
(Platinum™ Taq DNA Polimeraz ile) reaksiyon
RNA UltraSense™ One-Step Kantitatif RT- | 100 11732927
PCR Sistemi reaksiyon
Platinum™ Kantitatif PCR SuperMix-UDG | 100 11743100
(ROX ile) reaksiyon
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Ek Cizelge D: OneScript® Plus ¢cDNA Sentez Kiti bilesenleri

Uriin Bilesenleri (Product Components)

Miktar (Quantity)

OneScript® Plus Reverse Transcriptase

100 reaksiyon (100 pl)

RT Buffer

400 pl

Oligo(dT)

100 pl

Random Primerler

100 ul

dNTP

100 pl

Niikleazsiz H,O

2x1.0ml
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Ek Sekil Al: IBV saha izolatlar: ve referans suslarimin coklu dizi

hizalamasi, S1 geninin 1-100 niikleotidleri).
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Ek Sekil A2: IBV saha izolatlar1 ve referans suslariin ¢oklu dizi hizalamasi, S1 geninin 101-

200 niikleotidleri.
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Ek Sekil A3: IBV saha izolatlar1 ve referans suslarinin ¢oklu dizi hizalamasi, S1 geninin 201-
300 niikleotidleri.
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Ek Sekil A4: IBV saha izolatlar1 ve referans suslarinin ¢oklu dizi hizalamasi, S1 geninin 301-
400 niikleotidleri.
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