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ONSOZ

Avian influenza tip A viriis infeksiyonlar1, Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi tarafindan en
tehlikeli insan ve hayvan hastaliklar1 grubunda smiflandirilmaktadir. Hastaligin, kanathh hayvan
sektoriinde dogrudan ya da dolayli olarak olusturdugu ekonomik kayiplar ve etkenin infekte
hayvanlardan insanlara bulasarak, yliksek oranda Oliimlere neden olmasi, Al tip A viris
infeksiyonlarina yonelik ilgiyi son yillarda énemli diizeyde artirnugtir. Influenza A viriislerinin yiiksek
mutasyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle patojenitesi diisiik influenza (LPAI) viriislerinin HPAI
patotipine doniisecekleri endisesi, diinyada son yillarda konuya iliskin yapilan ¢aligmalarin artigindaki
en 6nemli sebeptir.

Avian influenza tip A viriislerinin tasinmasinda gé¢gmen kuslar 6nemli rol oynamaktadir. Van
Goli Havzasi; birgok kanatli hayvan tiirii icin siirekli olarak kullanilan bir yasam alani, bir kisim
gdcmen kus tiirleri i¢in yilin belli mevsimlerinde gegici olarak tercih edilen bir konaklama alani, baz
goemen kuslar igin ise transit gecis noktasidir. Bu nedenle, Van Golii Havzasi birgok infeksiy6z
hastalik bakimindan ayni zamanda 6nemli bir risk alanidir. Kanatli hayvanlardaki Al tip A viriis
salginlarindan ikisinin bu havzaya olduk¢a yakin olan Igdir ve Batman’da, insanlarda Al tip A
viriislerinin neden oldugu Oliimlerin  Agri-Dogubeyazit’ta yasanmig olmast bu gorisi
desteklemektedir.

Ulkemizde dort insamin Sliimilyle sonuglanan ilk ve tek kus gribi vakasi Yiiziincii Yil
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde yasandi. O dénemde, bolgemizde hastaligin teshisine yonelik
bir laboratuar alt yapisinin olmamasi, acil 6nlem alinmasini gerektiren bir konuda ge¢ kalinmasi
endigesini de beraberinde getirdi. Bu projenin yapilmasindaki gerek¢elerimizden birisi de; iilkemiz go¢
yollar1 ve sulak alanlarinin 6nemli bir noktasi olan bdlgemizde olas1 salginlar karsisinda erken teshis
yapabilecek bir laboratuvar alt yapisinin olusturulmasiydi ve bu hedef gerceklestirilmis oldu.

Bu caligma, Tiirkiye’de Al tip A viriisleri ile ilgili bu bashk ve kapsamda yapilan ilk
aragtirmadir. Bundan dolay1 konuyla ilgili yapilacak diger calismalara 6nemli katkilar saglayacagi

diistintilmektedir.
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OZET

Bu c¢alismada, Van Go6lii Havzasindaki rastlantisal, transit goger, kis ziyaretgisi,
goemen ve yerli 47 kanath tiiriinii kapsayan toplam 1910 hayvandan alinan taze diski
ornekleri, avian influenza (Al) tip A viriisii M2 geni yoniinden real-time PCR ile test edildi ve
orneklerin 51°1 (%2.7) pozitif bulundu. RT-PCR pozitif ornekler aynt yontemle HS5N1
yoniinden incelendi ve 4 o6rnek (%7.8) pozitif bulundu. RT-PCR pozitif drnekler embriyolu
tavuk yumurtasina ekildi ve 11’inden (%21.6) Al tip A viriisii izole edildi. HI ve NI testleriyle
izolatlarin 3’1 HIN7, 2’si H7N9 ve 2’si H1 1N9 olarak tiplendirildi.

RT-PCR ile pozitiflik 14 kanath tiirline ait diski 6rneklerinde saptandi. Bunlarin 9’u
(%64.3) Anseriformes, 4’1 (%28.6) Charadriiformes ve 1’1 de (%7.1) Phoenicopteriformes
takimina ait tiirlerden toplandi. RT-PCR pozitif 51 6rnegin 35’1 (%68.6) 5 kis ziyaretcisi, 8’1
(%15.6) 4 yerli, 4’1 (%7.8) 3 gdgmen, 3’1 (%5.8) hem kis ziyaretgisi hem de gocmen 1 tiirde
ve 1’1 de (%1.3) transit goger bir tiirde saptandi. En yiiksek pozitiflik kis ziyaretgisi olan Anas
acuta (%37.1) ve Anas penelope (%22.5) tiirii ordeklerde belirlendi. RT-PCR ile pozitif
bulunan 51 6rnekten 38’1 (%74.6) 2006, 2007 ve 2008 yillar1 kig-bahar doneminde toplanan

materyallerde tespit edildi.

Bu caligmayla Tiirkiye’de, Van Golii Havzasindaki cesitli kanath tiirlerinde Al tip A

viriislerinin varlig ilk kez ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Avian influenza, kanath hayvan (rastlantisal, gé¢men, yerli, transit

goger, kis ziyaretgisi), diski, real-time PCR, M2 geni, H5N1, izolasyon, tiplendirme.
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ABSTRACT

In this study, fresh feces samples taken from 1910 animals consisting of 47 avian
species covering random, transitory, winter visitor, migratory and native birds in the Van
Lake Basin were tested by real-time PCR with respect to avian influenza (Al) type A virus
M2 gene and 51 samples (2.7%) were found to be positive.

RT-PCR positive samples were examined with the same method with respect to HSN1
and 4 samples (7.8%) were found to be positive. RT-PCR positive samples were inoculated in
embryonated chicken egg and Al type A virus were isolated from 11 samples (21.6%). Of the
isolates 3 were typed as HIN7, 2 as H7N9 and 2 as H11N9 with HI and NI tests.

With RT-PCR, positiveness was determined in feces samples of 14 avian species. Of
them, 9 (64.3%) were collected from the species belonging to Anseriformes, 4 (28.6%) from
Charadriiformes and 1 (7.1%) from Phoenicopteriformes families. Of the RT-PCR positive
51 samples, 35 (68.6%) were originated from 5 different winter visitor birds, 8 (15.6%) from
four native, 4 (7.8%) from three migratory and 3 (5.8%) from one both winter visitor and
migratory, and 1 (1.3%) from one transitory bird species. The highest positivity was
determined in Anas acuta (37.1%) and Anas penelope (22.5%) that were winter visitor ducks.
Of the RT-PCR positive 51 samples, 38 (74.6%) were determined in the samples collected
during winter and spring of 2006, 2007 and 2008.

With this study, the presence of Al type A viruses in various avian species in the Van
Lake Basin were determined for the first time in Turkey.

Key Words: Avian influenza, poultry (random, migratory, native, transitory, winter
visitor birds), feces, real-time PCR, M2 gene, H5N1, isolation, typing.
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1. GIRIS

Son yiizyilda bir¢ok infeksiydz hastalik eradike veya kontrol edilmis olmasina
ragmen, Ozellikle H5N1 alt tipi basta olmak iizere avian influenza (Al) tip A wviriis
infeksiyonlarinin 21. yiizyilin en 6nemli halk sagligi problemlerinden biri oldugu kabul
edilmektedir (HAMPSON, 2006; JUCKETT, 2006; KIDA, 2008). Sadece gecen yiizyillda Al
viriisleri 4 farkli pandemi olusturarak, tiim diinyada c¢ok sayida insan ve kanathi hayvanin
Oliimiine neden olmustur (WU ve YAN, 2006).

Al tip A viriis infeksiyonlar1 Uluslararasi Salgin Hastaliklar Ofisi (OIE) tarafindan en
tehlikeli insan ve hayvan hastaliklar1 grubunda siiflandirilmaktadir. Hastalik 19. ylizyilin
sonlarindan itibaren bilinmekte olup, tavuk vebasi ile ilgili ilk raporlar Italyan Edoardo
Perrencito tarafindan sunulmustur. Bunu takip eden 100 yillik siirecte, zaman zaman
patojenitesi yiiksek avian influenza (HPAI) patotipindeki tip A viriislerinin neden oldugu
cesitli salginlar yaganmistir. Bu salginlarin bir kismi etkili bir sekilde kontrol altina alinmis
olmakla birlikte, bircogu onemli ekonomik kayiplara neden olmustur. 1959-1998 yillar
arasinda hastalifin 6neminin 19. yilizyilla gére 100 kat arttifi ve bu silirecte 23 milyon
kanatlinin hastaliktan etkilendigi bildirilmektedir. 2000’li yillara gelindiginde ise salginlar
dikkat cekici bir diizeyde artis gostermistir (CAPUA ve ALEXANDER, 2004; HAMPSON,
2006; KNOSSOW ve SKEHEL, 2006).

Orthomyxoviridae familyasinda yer alan influenza virtisleri pleomorfik, zarfli, negatif
polariteli ve tek iplikli RNA Karakterinde genetik madde tasiyan etkenlerdir. influenza
viriisleri iki 6dnemli internal yapir olan niikleoprotein (NP) ve matriks (M) proteinlerindeki
farkliklara gore A, B ve C olmak iizere 3 tipe ayrilmaktadir. Dogal infeksiyonlarda insanlarda
daha ¢ok B ve C, ay1 baligindan B, domuzlardan ise C tipi izole edilmistir (PALESE ve
YOUNG, 1982; ELLIS ve ZAMBON, 2001; HAMPSON, 2006; SANLIDAG ve ark., 2006).
Kanatlilarda sadece influenza A viriisleri dogal infeksiyonlara neden olmaktadir. Bu viriisler;
goemen kuslar, yabani kanathilar, kafes kuslari, tavuk, 6érdek ve hindi gibi bir¢ok kanatl tiirii
ile insan, domuz, kedi, kopek, at, mink ve balina gibi ¢esitli memelilerden izole edilmis
olmakla birlikte, gogmen su kuslarmin etkenin dogal konakgilari oldugu bildirilmektedir
(SHARP ve ark., 1993; JUCKETT, 2006; CAPUA ve ALEXANDER, 2007; HAPPOLD ve
ark., 2008; IVANOW ve ark., 2008).

HS5N1 alt tipi basta olmak iizere, Al tip A viriis infeksiyonlarina karsi alinan
onlemlerin etkisiz kalmasinda, viriisiin sahip oldugu yiiksek mutasyon yeteneginin katkisi

biiyiiktiir. Influenza A viriislerinin genomik RNA’s1 oldukga kiigiik olup, 8 segmentten



olugsmaktadir. Bunlarin da 11 farkli yilizeysel ve internal proteini [hemagliitinin (H),
neuraminidaz (N), niikleoprotein (NP), polimeraz kompleks proteinler (PB1, PB2 ve PA),
matriks 1 ve 2 protein (M1 ve M2) ve non-striiktiirel protein (NS1)] kodladig bildirilmektedir
(WEBSTER ve ark., 1992; TOLLIS ve DI TIRANI, 2002; KNOSSOW ve SKEHEL, 2006;
RAMEIX-WELTI ve ark., 2009). Bunlardan H, N ve M2 proteinlerinin yiizeysel; NP, PB1,
PB2, PA ve ve MI’in ise internal proteinler olduklari ifade edilmistir (TOLLIS ve DI
TIRANI, 2002). Tek bir hiicre iginde 2 farkli Al tip A viriis alt tipi lireyebilmekte ve iireme
esnasinda RNA parcalar1 da iki hiicre arasinda yer degistirebilmektedir. Ortaya ¢ikan bu yeni
partikiil, kendine has ozellikleri olan yeni bir influenza A virlisii alt tipi olarak fonksiyon
yapabilmektedir. Bir c¢ok alt tipin (HS5N1, HS5N2 ve H3N2 gibi) bu sekildeki
rekombinasyonlarla olustugu ifade edilmistir (WEBSTER ve ark., 1992; TOLLIS ve DI
TIRANI, 2002). Evcil kanatlilardan siklikla izole edilen HINZ2 alt tipinin genetik olarak
HS5NT1 ile iliskili oldugu bildirilmistir (TOLLIS ve DI TIRANI, 2002). Farkli konakgilardan
izole edilen Al tip A virlisleri kullanilarak internal proteinleri kodlayan gen grubunun,
filogenetik analizlerinde, tiim alt tiplerde fazla miktarda mutasyonlarin oldugu saptanmustir.
Bu mutasyonlarin daha ¢ok hemagliitinin daha az olarak da neuraminidaz gen bolgesinde
oldugu bildirilmektedir (CHEN ve ark., 2004; MUZAFFAR ve ark., 2006; WU ve YAN,
2006; SERPEN, 2007; CAPUA ve ALEXANDER, 2007).

Yiizey glikoproteinlerinin antijenik yapilar1 dikkate alindiginda influenza A viriisleri,
hemagliitinin (H) ve neuraminidaz (N) alt tiplerine ayrilmaktadir. Giiniimiizde 16 H (H1-16)
ve 9 N (N1-N9) alt tipi tanimlanmustir. Her bir influenza A viriisii 1 adet H ve 1 adet N alt
tipinin kombinasyonundan olusmaktadir. H glikoproteini konak hiicre yiizeyindeki sialik asit
yapilarina baglanarak, viriisiin konak hiicrelere girisini saglamaktadir. Insan influenza
viriisleri, a 2,6 zinciri ile galaktoza bagl sialik asit rezidiilerine baglanirken, kanatli ve equide
orijinli izolatlar galaktoza a 2,3 zinciri ile bagl sialik asid yapisina baglanmaktadir. Kisaca;
insan solunum yolu hiicreleri temel olarak o 2,6 sialik asit-galaktoz zincir yapist igerirken,
kanatl ve equidelerdeki konak hiicreler o 2,3 zinciri igermektedir. Domuzlardaki epitel
hiicreleri ise a 2,6 ve a 2,3 zincirlerini birlikte barindirmaktadir. Bu nedenle domuzlar, hem
insan hem de kanatli orijinli suslara duyarlidir. Bu hayvanlarin birlikte ayn1 anda hem kanatl
hem de insan influenza viriisiisleriyle infekte olmasi durumunda, pandemiler i¢in yeni bir
konak olabilecegi diisiiniilmektedir (KIDA ve ark., 1994; ITO ve ark., 1998; SANLIDAG ve
ark., 2006). Cesitli kanath tiirlerinden izole edilen Al tip A viriislerinin aralarinda antijenik

farkliliklar oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada; 6rdek ve su tavuklarindan izole



edilen influenza A virlislerinin hem saha orijinli bagska suslar hem de referans suslarla
aralarinda 6nemli antijenik farkliliklarin oldugu rapor edilmektedir (DE MARCO ve ark.,
2004).

Influenza A viriislerinin virulens &zelliklerinin belirlenmesinde en énemli protein olan
H yilizey molekiilii, baslangicta tek bir polipeptit 6n molekiilii olarak (HAO)
sentezlenmektedir. Sentezlenen HAO molekiilii proteaz enzimleri tarafindan HA; ve HA; alt
tinitelerine ayrilmaktadir (WEBSTER ve ark., 1992; TOLLIS ve DI TIRANI, 2002).
Hemagliitinin molekiil yogunlugunun neuraminidaz molekiiliine oran1 8:1 olup, bu molekiiller
koruyucu bagisikligin olusmasinda, viral partikiiliin en 6nemli antijenik determinantlari olarak
kabul edilmektedir (WILEY ve SKEHEL, 1987). Diger bir yiizey molekiilii olan M2 proteini,
iyon kanali gibi gorev yaparak, viral replikasyonun erken donemlerindeki soyulma sirasinda
viriisiin i¢ pH’sm1 diizenlemektedir. Bu fonksiyon amantadin ve rimantadin gibi antiviral
ilaglar tarafindan bloke edilebilmektedir (SANLIDAG ve ark., 2006).

Influenza A viriisleri fiziksel ve kimyasal ajanlara orta diizeyde duyarlidir. Etkenler,
56°C’de 3 saatte, 60°C’de ise 30 dk’da inaktive olmaktadir. Formalin, aldehit, gluteraldehit,
hidrojen peroksit, sodyum hidroksit, iyot, fenol ve fenollii bilesikler basta olmak iizere, bir
¢ok kimyasal madde ve dezenfektana duyarhdir (SANLIDAG ve ark., 2006; DE
BENEDICTIS ve ark., 2007; LOMBARDI ve ark., 2008).

Influenza viriislerinin izolasyonu embriyolu tavuk yumurtalar1 basta olmak iizere
cesitli kanatlilara ait embriyolu yumurtalar ile MDCK ve LLC-MK2 gibi hiicre kiiltiirlerinde
yapilmaktadir (HUANG ve TURCHEK, 2000; ARDA ve ark., 2002; PLAYFORD ve
DWYER, 2002; SANLIDAG ve ark., 2006).

Giliniimiize kadar, cogunlugu gé¢men kuslardan olmak iizere ¢esitli kanatl tiirlerinden
virlisiin toplam 144 farkli alt tipi izole edilmistir (TUMPEY ve ark., 2005; OLSEN ve ark.,
2006; CAPUA ve ALEXANDER 2007; SWAYNE, 2007, ALEXANDER, 2008; CAPUA ve
ALEXANDER 2008). Tarihsel olarak 1902 yilinda ilk izole edilen Al viriis alt tipinin H7N7
oldugu bildirilmektedir (TOLLIS ve DI TIRANI, 2002).

Influenza A viriisleri ¢esitli kanatl tiirleri ve 6zellikle tavuklar icin letalitesine gére iki
patotipe ayrilmaktadir. Bunlar patojenitesi yiiksek avian influenza (HPAI) ve patojenitesi
diisiik avian influenza (LPAI) viriisleridir (SWAYNE, 2007). HPAI viriisleri, birgok organi
etkileyerek sistemik infeksiyonla sonuglanan, yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden bir
hastalik tablosu olusturmaktadir. LPAI viriislerinin ise daha ¢ok evcil kanatlilardan izole

edildigi, hafif solunum sistemi infeksiyonu ve yumurta veriminde diisme ile iligkili oldugu



bildirilmektedir (TUMPEY ve ark., 2005). H5 ve H7 alt tipleri, duyarli kanatlilar icin HPAI
viriisleri olarak kabul edilmekte ve kanatlilarda %100 6liim olusturmaktadir. Ancak H5 ve H7
izolatlarin tamaminin, tim kanathh hayvanlar igin yiiksek patojenik ozellikte olmadigi
bildirilmektedir (CAPUA ve ALEXANDER, 2004). Bazi Avrupa Birligi Ulkelerinde
intravendz patojenite indeksi (IVPI) veya H gen bdlgesinin sekans analizi ile saha orijinli bir
Al tip A viriisiiniin, HPAI veya LPAI patotipi belirlenebilmektedir (TOLLIS ve DI TIRANI,
2002; ALEXANDER, 2008).

HPAI patotipindeki H5 ve H7 alt tiplerine ilave olarak H10 alt tipine ait bazi
nefropatojenik izolatlarin, IVPI degerinin 1.2’den yiiksek oldugu durumlarda, fazla miktarda
oliim olusturdugu bildirilmektedir (SWAYNE ve ALEXANDER, 1994). Ornegin, iki farkl
salgindan izole edilen H10 alt tipinin HPAI patotipinde oldugu belirlenmistir (WOOD ve ark.,
1996).

Son yillarda AI tip A viriislerinin neden oldugu infeksiyonlarin artmasi, hastaligin
tanimlanmasi ve bildirimiyle ilgili kurallarin yeniden diizenlenmesini gerekli kilmistir. Daha
onceki yillarda sadece HPAI patotipindeki viriis infeksiyonlar1 bildirimi zorunlu iken, 2005
yilinda OIE tarafindan yapilan diizenleme ile 0 zaman kadar LPAI patotipinde olan H5 ve H7
alt tiplerinin neden oldugu infeksiyonlar bildirimi zorunlu hastaliklar kapsamina alinmistir
(ALEXANDER, 2008).

Giintimiizde, farkli metotlardan yararlanilarak H gen bdolgesinin sekans analizi
yapildiginda bir izolatin gecirdigi mutasyon diizeyi ve etkenin HPAI patotipine ait H5 ve H7
alt tiplerinden olup olmadig belirlenebilmektedir (WOOD ve ark., 1997; WU ve YAN, 2006;
DUGAN ve ark, 2008; SAITO ve ark., 2009). Uygulanan bu metotlardan 6zellikle H gen
bolgesini amplifiye eden primerler ve ticari kitler kullanilarak yapilan real-time polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) en ¢ok kullanilan yontemlerden birisidir (WOOD ve ark., 1993;
KNOSSOW ve SKEHEL, 2006; ALEXANDER, 2008). Li ve ark. (2006), 2001-2002 y1llart
arasinda Vietnam’da farkli hayvanlardan izole edilen 30 adet A/H3N2 ve 35 adet A/HIN1 alt
tiplerinin H, N ve M gen bdlgelerini analiz ettikleri ¢alismalarinda; H ve N bolgelerinde
genetik degisikliklerin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, Al tip A viriislerinin iilke i¢inde
y1l boyunca tasiyict hayvanlar aracilifiyla dolastigini, yeni alt tiplerin ortaya ¢ikisinin sicak
bolgelerde daha erken oldugunu ve bunlarin belirlenmesinde epidemiyolojik taramalarin
oldukg¢a 6nemli oldugunu ifade etmektedirler.

Bir ¢ok arastirict Al tip A viriislerinin mutasyon yeteneklerinin fazla oldugunu

bildirmektedir (BERG ve ark., 1990; WEBSTER ve ark., 1992; CHEN ve ark., 2004;



MUZAFFAR ve ark., 2006). Buna karsin, her alt tipin gelecekte gdsterecegi mutasyonun
farkli diizeylerde olacagini da ileri siiren arastiricilar bulunmaktadir. Ornegin, mutasyon
egiliminin H2’den H4’¢ ve H5’den H7’ye dogru fazla olmayacagi, buna karsin H11’den
H14’e dogru ise daha fazla olacagi ifade edilmektedir. Hemagliitinin alt tipleri (H1-H6)
dikkate alindiginda, mutasyona en yatkin alt tipin H5 oldugu bildirilmektedir (WU ve YAN,
2006; DUGAN ve ark, 2008).

HPAI viriislerin, LPAI virtislerin bir mutasyonu (6zellikle HAO gen bolgesindeki
mutasyon) veya genetik rekombinasyonu sonucu olustugu bilinmektedir (ROTT, 1992;
GARCIA ve ark., 1996). Al tip A viriislerinin dogal konakgilar: olan go¢men kuslarda fazla
mutasyon gec¢irmedigi; esas mutasyonun, etkenin diger yabani ve evcil kuslara bulagsmasiyla,
bu hayvanlarin biinyelerinde gerceklestigi bildirilmektedir (SANLIDAG ve ark., 2006).
Hong Kong’da 1997 yilinda HPAI patotipindeki H5N1 viriisiiniin 6 insanda ve ¢ok sayidaki
kanatli hayvanda 6liim olusturduktan sonra tekrar mutasyon gecirerek, 2002 yilinda 1 insan
ile ¢ok sayidaki evcil, yabani ve egzotik kanatli hayvanda oliimlere neden oldugu ifade
edilmistir (STURM-RAMIREZ ve ark., 2004; WEBSTER ve ark., 2006). Yapilan deneysel
bir ¢alisma bu durumu destekler niteliktedir (ITO ve ark., 2001). Chen ve ark. (2004), 1999-
2002 yillart arasinda klinik olarak saglikli gériinen 6rdeklerden izole ettikleri toplam 21 adet
HS5NI1 izolat1 ile farelerde yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada, izolatlarin mutasyon gegirdigini
ve memeliler i¢in patojenitelerinde 6nemli oranda artis goriildiigiinii belirlemislerdir.

Al tip A viriisleri sahip olduklar yiiksek mutasyon 6zellikleri nedeniyle tiir bariyerini
asarak, cesitli su kuslarindan farkli hayvan tiirlerine bulasabilmektedir. Siddetli solunum yolu
semptomlar1 gosteren ay1 baliklarindan izole edilen H7N7, H4NS5, H4N6 ve H3N3 alt
tiplerinin antijenik ve genetik olarak su kusu orijinli izolatlara benzer oldugu bildirilmistir
(CALLAN ve ark., 1995). Chambers ve ark., (1989), balinalardan izole edilen H1N3
izolatlarinin, martilardan izole edilen H13N2 ve HI13NO alt tipleriyle antijenik olarak benzer
oldugunu ifade etmislerdir. Berg ve ark., (1990), 1984 yilinda Isve¢’teki mink ciftliklerinde
salginlara neden olan H10N4 alt tipinin kanath orijinli olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Cin’de
1989-1990 yillarinda solunum sistemi semptomlar1 gosteren atlardan izole edilen H3NS8
izolatlarinin yapilan sekans analizinde, diger equide orijinli izolatlardan farkli oldugu
bildirilmistir (GUO ve ark., 1995).

Al tip A viriisleri arasindaki mutasyon ve rekombinasyonu tetikleyen faktorlerin neler
oldugu tam olarak agiklanamamakla birlikte (CAPUA ve ALEXANDER, 2007), kanatl

hayvanlarin gegirdigi seleksiyon ya da mutasyonun bu konuda etkili oldugu sanilmaktadir.



LPAI ve HPALI viriisler kullanilarak yapilan deneysel ¢aligmalarda, LPAI viriisii ile infekte
edilen bir konakg¢ida, etkenin bu konaga adapte olabilmesi ve HPAI patotipindeki bir viriise
dontisebilmesi icin tek bir gen bolgesinde olusan mutasyonun yeterli oldugu bildirilmektedir.
Ortaya ¢ikan bu mutantin yeni infeksiyon ya da salginlara neden olabilecegine dikkat
cekilmektedir. Bu nedenle, Al tip A viriis infeksiyonlariyla miicadelede, farkli canlilardan
izole edilen suglarin mutasyon diizeylerinin izlenebilmesi i¢in veteriner ve beseri hekimlikten
elde edilen bilgilerin birlikte analiz edilmesinin, olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmektedir
(GARCIA ve ark., 1996; TOLLIS ve DI TRANI, 2002; THOMAS ve ark., 2005; CAPUA ve
ALEXANDER, 2008).

Son zamanlarda HPALI tip A viriis infeksiyonlariin evcil kanatli hayvanlarda daha sik
goriilmesi ve etkenin bu hayvanlardan insanlara direkt bulasmasi, bu infeksiyonlara olan
ilginin artmasina ve bdylece de konuyla ilgili bilimsel ¢alismalarin daha fazla yapilmasina
neden olmustur. Bu konuda bilim ¢evrelerini endiselendiren en énemli konu, Asya orijinli
HPAI patotipindeki H5N1 alt tipinden koken alan ve insanlarda pandemilere neden olabilecek
yeni bir izolatin ortaya ¢ikma tehlikesidir. Beklenen pandemi i¢in ii¢ kosuldan ikisinin
gerceklestigine dikkat c¢ekilmektedir. Bunlarda biri Al tip A virlisleriyle infekte olan
insanlarda koruyucu diizeyde dogal aktif bagisikligin gelismemesi, digeri de 6zellikle Giiney
Dogu Asya Ulkeleri basta olmak iizere diinyanin baz1 bdlgelerinde etkenin artik endemik bir
seviyeye ulasmis olmasidir (SANLIDAG ve ark., 2006). Diger yandan, cesitli hayvanlarda
goriilebilecek influenza pandemilerine bagli olarak, ozellikle gelismekte olan iilkelerde
hayvansal protein kaynaklarinda azalmalarin yasanacak olmasi, hastaligin 6nemini daha da
artirmaktadir (CHEN ve ark., 2005; CAPUA ve ALEXANDER, 2008).

Ik HPAI tip A viriis salgin1 H5 alt tipi tarafindan 1959 yilinda Iskogya’da yasanmustir.
Bu tarihten sonra HPAI patotipindeki H5 veya H7 alt tipleri tarafindan Giiney Afrika (1961),
Ingiltere (1963, 1979, 1991), Kanada (1966), Avustralya (1976, 1985, 1992, 1995, 1997),
Almanya (1979), irlanda (1983-1984), Pensilvanya (1983-1984), Meksika (1993-1995),
Pakistan (1994-1995), Hong Kong (1997) ve Italya’da (1997-1998, 1999-2000) gesitli
salginlar goriilmiistir (CAPUA ve ark., 2000a; ALEXANDER, 2000). 1959-2006 yillar1 arasi
dikkate alindiginda, HPAI tip A viriislerinin 25 farkli salgina neden oldugu goriilmektedir. Bu
47 yillik zaman diliminin ilk 34 yilinda (1959-1992) yaklasik 3 yilda bir salgin goriiliirken
(toplam 11 salgin), 1992-2006 yillar1 arasinda ise her yil bir salgin yasanir olmustur (CAPUA
ve ALEXANDER, 2007; ALEXANDER, 2008) (Tablo 1).



Tablo 1: 1959 yilindan itibaren goriilen patojenitesi yiiksek avian influenza viriis salginlari

(CAPUA ve ALEXANDER, 2007; ALEXANDER, 2008).

HPAI Viriis Izolatlar™ Alt Tip
1 Alchicken/Scotland/59 H5N1
2 AJturkey/England/63 H7N3
3 AJturkey/Ontario/7732/66 H5N9
4 Alchicken/Victoria/76 H7N7
5 Alchicken/Germay/79 H7N7
6 Alturkey/England/199/79 H7N7
7 AJchicken/Pennsylvania/1370/83 H5N2
8 Alturkey/Ireland/1378/83 H5N8
9 Alchicken/Victoria/85 H7N7
10 AJturkey/England/50-92/91 H5N1
11 AJchicken/Victoria/1/92 H7N3
12 AJchicken/Queesland/667-6/94 H7N3
13 Alchicken/Mexico/8623-607/94 H5N2
14 AJchicken/Pakistan/447/94 H7N3
15 Alchicken/NSW/97 H7N4
16 AJchicken/Hong Kong/97 H5N1
17 Alchicken/ltaly/330/97 H5N2
18 Alturkey/Italy/99 H7N1
19 Alchicken/Chile/2002 H7N3
20 Alchicken/Netherlansd/2003 H7N7
21 Alchicken/Eurasia&Africa/2003-7 H5N1
22 Alchicken/Texas/2004 H5N2
23 Alchicken/Canada-BC/2004 H7N3
24 Alostrich/S. Africa/2004 H5N2
25 Alchicken/N. Korea/2005 H7N7

*influenza viriisleri isimlendirilirken; viriisiin tipi, konakg¢ist (insan harig), izolasyon yeri, sus numarasi,
izolasyon y1l1 ve parantez iginde alt tipi sira ile yazilir (ARDA ve ark., 2002, SANLIDAG ve ark., 2006).

Bu salginlarin her biri énemli ekonomik kayiplara neden olmustur. Ornegin, 1999

yilinda Italya’da HPAI H7NI1 alt tipinin neden oldugu salginda, 3 aylik bir periyotta yaklasik



13 milyon kanatli hastaliktan 6lmiis ya da imha edilmistir (CAPUA ve MARANGON, 2000).
Yine HPAI H7N7 alt tipinin 2003 yilinda Hollanda’da neden oldugu epidemide toplam 30
milyon kanatlinin imha edildigi ve ekonomik kaybin 270 milyon Euro oldugu bildirilmistir
(THOMAS ve ark., 2005).

Influenza A viriislerinin neden oldugu epidemiler incelendiginde, daha ¢ok varyant
suslar tarafindan olusturuldugu, salginlarin agirlikli olarak Giiney Yarim Kiiredeki tilkelerden
baslayarak, diinyanin diger bolgelerine yayildigi ve hastaligin nem oraninin yiiksek oldugu,
kis aylarinda daha fazla goriildiigli dikkati ¢cekmektedir. Ayni1 yil i¢inde yasanan epidemilerin
alt tiplerin antijenik degisimlerinden, yaklasik 10-50 yillik periyotlarda goériilen pandemilerin
ise yeni alt tiplerin ortaya c¢ikmasindan ileri geldigi bildirilmistir (POTTER, 2001,
HAMPSON, 2006).

Al tip A viriislerinin kompleks biyolojilerinin anlasabilmesi i¢in konak¢1 adaptasyonu,
bulagma, infektivite, doku tercihi, lezyonlar ve hastalik olugturmas1 gibi bir ¢ok kriter dikkate
alinmaktadir (SWAYNE, 2007).

Ozellikle gégmen su kuslari (kaz ve kugu gibi) basta olmak iizere diger baz1 yabani
kanatlilar, gerek HPAI gerekse LPAI viriislerinin endemik tasiyicisidir (TOLLIS ve DI
TRANI, 2002; TUMPEY ve ark., 2005). Influenza A viriislerinin yabani kanatlilardan ilk
izolasyonu Sterna hirundo’dan 1961 yilinda yapilmistir (ALEXANDER, 2000). Al tip A
viriisleri tastyici hayvanlara bulastiktan sonra 6zellikle sindirim sistemi basta olmak iizere,
solunum sistemine de lokalize olmaktadir. Etken; tasiyici, rezervuar ya da hasta hayvanlarin
disk1 ve diger sekresyonlariyla fazla miktarda ¢ikarilarak; su, kafes, alet ve ekipmanlar, toz,
toprak ve c¢evreyi yogun olarak kontamine etmektedir (TUMPEY ve ark., 2005; JUCKETT,
2006; OLSEN ve ark., 2006; SANLIDAG ve ark., 2006; SONG ve ark., 2009). Evcil
kanathilar basta olmak iizere diger tiim kanatli hayvanlara bulasma direkt ve indirekt yollarla
olmaktadir. Rezervuar veya tasiyict hayvanlarin bir bolgeden baska bir bolgeye ya da iilkeye
ulagmasiyla etken, genis bir cografyaya yayilmaktadir (CAPUA ve ALEXANDER, 2007).

Digki, Al tip A virtislerinin duyarli hayvanlara bulagmasinda en 6nemli aracilardan
biridir. Etkenin; 10" adet viriis partikiilii igeren 1 gram diskida 44 giinden fazla, diisiik
1silardaki digki 6rneklerinde ise en az 3 ay canli kaldig: bildirilmektedir (TUMPEY ve ark.,
2005; SANLIDAG ve ark., 2006; CAPUA ve ALEXANDER, 2007). Diski ile kontamine
olmus i¢me sulari, yumurta, kafes ve diger ekipmanlarla indirekt bulasma olmaktadir
(HALVORSON ve ark., 1980; GLASS ve ark., 1981). Suyun pH’s1, tuz oranmi ve sicakligi

influenza A viriislerinin aktivitelerini fazlaca etkilemektedir. influenza viriisleri gl sularinda



22°C’de 4 giin, 0°C’de ise 30 giinden fazla canli kalabilmektedir. Sudaki viriisiin titreleri
dikkate alindiginda; 17°C’de 21-34 giinde, 28°C’de ise 5-17 giinde azalmalarin oldugu
saptanmustir (SANLIDAG ve ark., 2006). Hayvan yogunlugunun fazla oldugu sulak alanlarda,
Ozellikle de aynmi suyu igen hayvanlar arasinda etken, fekal-oral yolla kolaylikla
bulasabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda sulak alanlarda yasayan kuslarda prevalansin ¢ok
yiiksek oldugu tespit edilmistir (STALLKNECHT ve ark., 1990; DELOGU ve ark., 2003;
OLSEN ve ark., 2006). Sadece ordeklerde olmak iizere, baz1 yillarda LPAI viriislerinin kig
aylarinda prevalansi artabilmektedir. Bu da, bulasmanin sadece su ile oldugu durumlarda, kis
stiresince sularin donmasi ve dolayisiyla viriislin canliligini uzun siire devam ettirebilmesi ile
aciklanmistir (WEBSTER ve ark., 1992). Al tip A virlslerinin kanatli hayvanlara
bulagsmasinda insan ve fomitler de 6nemli roller iistlenmektedir (TOLLIS ve DI TRANI,
2002).

Cok sayida arastirici, Anseriformes takiminda bulunan Anatidae familyasi ile
Charadriiformes takiminda bulunan yabani kuslarin, influenza A virislerinin dogal
konakgilart oldugunu belirtmektedir. Go¢men su kuslarindan H5 ve H7 alt tipleri de dahil
olmak iizere 16 farkli H alt tipinin izole edildigi ve bu hayvanlarin Al tip A viriisleri i¢in en
onemli rezervuarlar olduklari bildirilmesine karsin (DOUGLAS ve ark., 2006; WEBSTER ve
ark., 2006), su kuslarinin Al tip A viriis alt tiplerinin tamami igin ayni derecede rezervuar
olmadiklarina dikkat ¢ekilmektedir (SHARP ve ark., 1993). Kuslar diinyanin kurak bolgeleri
hari¢ her tarafa yayilmis olup, kitalararasi ucabilmektedir. Al tip A viriislerinin iilkeler ve
kitalararas1 yayilmasi kuslar araciligiyla olmaktadir (ALEXANDER, 2000; WEBSTER ve
ark., 2002; DELOGU ve ark., 2003; OLSEN ve ark., 2006). Bu konuyla ilgili olarak, Al
viriislerinin prevalansinin belirlenmesi amaciyla 12 cinse ait 88 farkli yabani kus tiiriinde
yapilan epidemiyolojik bir calismada, 21318 hayvan, izolasyon yontemiyle analiz edilmistir.
[zolasyon sonuglar1 toplam olarak degerlendirildiginde, 2317 (%10.9) hayvanda pozitiflik
saptanmistir. Ayni ¢alismada, Anseriformes takimina ait hayvanlarin %15.2’sinden etken
izole edilmistir. Passeriformes takimi %2,9’undan, yagmurkuslarinin ise %2.2’sinden Al
virlistiniin izole edildigi bildirilmistir (STALLKNECHT ve SHANE, 1988).

Yabani Ordeklerdeki Al tip A viriislerinin prevalansi; Kanada’da kiimes hayvanlari
yetistiriciligi yapilan bolgelere yakin bataklik alanlarda yasayanlarda %60, ABD’nin
giineyindeki bekleme bolgelerinde barinanlarda 9%0.4-2, ilkbaharda geri doniis sonrasi ise
%0.25 olarak saptanmistir (OKAZAKI ve ark., 2000). Kanada’da 26 yil siiren epidemiyoljik
bir calismada (MUNSTER ve ark., 2005), érdeklerden en fazla H3, H4 ve H6, bunlardan daha



az olarak da H1, H2, H7, H10 ve H11 alt tipleri izole edilmistir. Ayn1 ¢alismada H5, H8, H9
ve H12’nin ise en az izole edilen alt tipler oldugu bildirilmistir. Kuzey Avrupa ve Kuzey
Amerika’daki yabani 6rdeklerden H13, H14, H15 ve H16 hari¢ diger tiim alt tipler izole
edilmesine ragmen, en fazla H3, H4 ve H6’nin izole edildigi, diger alt tiplerin izolasyon
oranlarinin ise dnemli derecede farklilik gosterdigi ifade edilmistir (HANSON ve ark., 2003).

Ordekler iginde en fazla calisma Anas cinsine ait Anas platyrhynchos’ta yapilmustir.
Bu genusta en yiiksek prevalans ise %18.1 ile Anas rubripes’te saptanmistir. Bunu %12.9 ile
Anas platyrhynchos, %11.5 ile Anas discors, %11.2 ile Anas acuta, %6.5 ile Tadorna
tadorna, %4 ile Anas crecca, %3.7 ile Anas poecilorhyncha, %2.2 ile Aix sponsa, %1.5 ile
Anas strepera ve %0.8 ile Anas penelope izlemektedir. Kazlarda yapilan ¢alismada prevalans;
Anser albifrons’ta %2.2, Anser anser’de %]1.1 ve Branta canadensis’de %0.8 olarak
belirlenmigtir. Giiniimiizde tavuklarla birlikte yetistirilen evcil kaz ve 6rdeklerin atasi olan
yabani kaz ve ordekler, influenza A viriisii bakimindan yabani ve evcil kanatlilar arasinda bir
koprii gorevi gormektedir (OLSEN ve ark., 2006).

Martilarla yapilan bir ¢alismada, Al tip A viriislerinin prevalansi Larus ridibundus’da
%2.2, Larus delawarensis’de %2, Larus argentatus’da %1.4, Larus crassirostis’te ise %1
olarak saptanmistir. Bu hayvanlar arasinda en fazla izolasyon Larus ridibundus tiirlinden
yapilmis olup, en ¢ok izole edilen alt tipin LPAI patotipindeki H13 oldugu bildirilmistir.
[zolasyon oraninin yaz mevsiminin sonlarina dogru daha yiiksek oldugu, gen¢ ve ergin
hayvanlarin birlikte yasamalar1 durumunda, etkenin hayvanlar arasinda daha kolay yayildigi
ifade edilmistir (OLSEN ve ark., 2006). Isvigre’de, karabas martidan H13 ile iliskili oldugu
diistiniilen H16 alt tipinin izole edildigi rapor edilmistir (FOUCHIER ve ark., 2005).

Kugularda yapilan ¢alismalarda prevalansin; Cygnus columbianus’ta %2.8, Cygnus
cygnus’ta %1.5 ve Cygnus olor’da ise %1.3 oldugu bildirilmistir (OLSEN ve ark., 2006). Cek
Cumbhuriyeti’nde yapilan bir ¢alismada, bazi1 kanatli hayvan tiirlerinden HPAI patotipindeki
HS5NT1 alt tipinin izole edildigi ve kugularin influenza A viriislerinin 6nemli tasiyicilarindan
birisi oldugu vurgulanmistir (NAGY ve ark., 2007).

Olsen ve ark. (2006), toplam 9 farkli deniz kirlangici tiiriinii birlikte degerlendirdikleri
calismada prevalansin; Sterna hirundo’da %1.7, Fulica atra’da %1.2, Phalacrocorax
carba’da %0.4 ve Puffinus pacificus’da ise %0.5 oldugunu belirlemislerdir.

Camurcunlar, deniz ya da tatli su kenarlarindaki sulak alanlara adapte olmuslardir ve

diger ordeklerle icice bir yasam siirdiirlirler. Camurcunlardan en fazla H1, H2, HS, H7 ve H9-
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H12 alt tiplerinin izole edildigi ve prevalansin en yiiksek yaz aylarinda saptandigi ifade
edilmistir (KRAUSS ve ark., 2004).

LPAI patotipindeki viriislerinin 26 farkli familya ait en az 105 degisik yabani kus
tiiriinden izole edildigi, bu viriislerin Kuzey Amerika’daki 6rdeklerde prevalansinin %0.4-2
arasinda degistigi, Kuzey Avrupa’daki gogmen oOrdeklerde %6.5°ten, Sibirya’daki yabani
gocmen kuslarda ise %8’den yiiksek oldugu bildirilmistir. Son yillarda yabani su kuslarindan
HPALI viriislerinin, LPAI’dan daha diisiik oranda izole edildigi belirtilmektedir (CAPUA ve
ALEXANDER, 2007).

Al tip A viriislerinin taginmasinda ordeklerin rollerini belirlemek amaciyla bazi
deneysel calismalar da yapilmistir. Bu ¢alismalardan birinde, evcil yesilbas ordekler 2’ser
hayvandan olusan gruplara ayrilmis ve referans HSN1 viriisii 10 giinliik embriyolu tavuk
yumurtasinda {iretilip, hayvanlara verilmistir. Viriis, ¢alisma gruplarinin bir kismina 0.5 ml
kloakaya siiriilerek, bir gruba 0.2 ml trakheaya damlatarak ve diger gruba da 0.1 ml
miktarinda gbéze damlatilarak uygulanmistir. Bu uygulamadan 6 saat sonra, virlis
bulastirilmamis 2 adet 6rdek, viriis verilen 6rdeklerin barinaklarina birakilarak, ayni yem ve
suyu tiiketmeleri saglanmistir. Tiim hayvanlar 21 giin siiresince, Al tip A virlis infeksiyonu
yoniinden klinik olarak muayene edilirken ayn1 zamanda, kloakal ve trakheal svaplar alinarak
etken izolasyonu da amaglanmistir. Sonug olarak, evcil ordeklerin 17 giin siiresince H5N1
viriistinli gevreye aktif bir sekilde yaydiklari tespit edilmistir (HULSE-POST ve ark., 2005).

Al tip A virlislerinin yabani su kuslarindan, evcil hindi ve yesilbas ordeklere,
mevsimsel bulasma ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan baska bir g¢alismada,
hayvanlardan 6ncelikle klokal svap 6rnekleri alinarak ekimleri yapilmis ve hayvanlarin Al tip
A viriis tastyiciligl ya da infeksiyonu yoniinden negatif olduklari saptanmistir. Hayvanlar 4 yil
sliresince mayis-temmuz aylari arasinda agik alanlarda barindirilarak, direkt (embriyolu tavuk
yumurtasina ekim) ve indirekt (immunodiffiizyon testi) yontemlerle Al tip A viriisleri
yoniinden analiz edilmislerdir. Ordeklerde infeksiyonun mevsimsel bir dagilim gosterdigi ve
calismanin devam ettigi 4 yil siliresince, hastaligin temmuz sonu ile agustos baslarinda daha
yogun olarak goriildiigii belirtilmistir. Arastirma sonucunda, ordeklerin Al tip A viriislerinin
dogal rezervuarlari olduklari ve bu hayvanlardaki infeksiyonun mevsimsel bir dagilim
gosterdigi bildirilmistir (HALVORSON ve ark., 1985).

Ozellikle tavuk ve hindiler basta olmak iizere, evcil kanatli hayvanlar HPAI ve LPAI

virlisleri tarafindan infekte edilebilmektedir. Evcil kanatlilara etkenin bulastirilmasinda,
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primer tasiyict olan 6rdeklerin 6nemli rolii bulunmaktadir. Memeli hayvanlarin ise kanatlilar
icin potansiyel hastalik kaynaklari olduklari bildirilmektedir (WOOD ve ark., 1996).

LPAI H9N2 ile HPAI H5N1 alt tiplerinin ¢esitli kanatli hayvanlarda, 6zellikle 2003
yilindan itibaren olusturduklar1 infeksiyonlar ve izolasyon oranlar1 dikkate alindiginda, her iki
etkenin yayillma Ozellikleri ve epidemiyolojilerinin diger alt tiplerden farkli bir seyir
gosterdigine dikkat ¢ekilmektedir (CAPUA ve ALEXANDER, 2007). Evcil kanatlilardan
siklikla izole edilen HON2 alt tipinin, genetik olarak H5N1 ile iligkili oldugu bildirilmektedir
(TOLLIS ve DI TIRANI, 2002). Her iki alt tip potansiyel zoonoz ajan olarak kabul edilmekte
ve bunlarin diinyanin bir¢ok bolgesinde endemik olarak bulunduklari rapor edilmektedir
(CAPUA ve ALEXANDER, 2008). Hong Kong’da 1999 yilinda iki insandan ilk kez HON2
alt tipinin izole edilmesi ve son zamanlarda bu viriisiin 6zellikle Pakistan, iran, Cin, Hindistan
ve bazi Asya Ulkeleri’'nde genis ¢apli ve 6nemli kayiplara neden olan infeksiyonlardan
sorumlu tutulmasi, bu durumu destekler niteliktedir (SAITO ve ark., 2002; ALEXANDER,
2008; GHARAIBEH, 2008; NAGARAJAN ve ark., 2009; PERELMAN, 2009).

H5N1’in go¢men su kuslar1 tarafindan tasinmasiyla ilgili olarak, bu hayvanlarin bazi
tirlerinin (Anas platyrhynchos, Anas falcata, Anas poecilorhyncha, Aythya ferina, Passer
montanus ve Podiceps cristatus gibi) asemptomatik tasiyicilik yaptiklari saptanmistir
(FEARE ve YASUE, 2006). Ancak bazen de viriis, 6nemli klinik bulgularla birlikte 6liimlere
de neden olabilmektedir. Cin’in bat1 bolgesinde bulunan ve hayvanlarin %90’ mnin 61diigi bir
kaz siiriisiinde (Anser indicus) teshis amaciyla bir ¢aligma yapilmistir. Olmeyen hayvanlarin
klinik muayenelerinde, kanatli Al tip A virlis infeksiyonu semptomlarina benzer felg,
yiriimede giicliikk, sendeleyerek yiirime ve boynun saga sola gidip gelmesi gibi bulgular
dikkati ¢ekmistir. Olen hayvanlarin 92’sinden kloakal, trakheal ve fekal svap Ornekleri
aliarak, 28 (%30.4) hayvandan HPAI H5NI1 viriisii izole edilmistir. Cin’de yasanan bu
epizootik salginda, tiim diinyadaki ¢izgibasli kaz populasyonunun yaklasik %10 azaldigi
saptanmistir (CHEN ve ark., 2005). Daha sonra yapilan bir ¢alismada, bu H5N1 susunun
Cin’den Rusya, Avrupa ve Afrika’ya tasmarak 2005 ve 2006 yillarinda ¢esitli salginlara
neden oldugu ve etkenin taginmasinda gogmen su kuslarinin birinci derede sorumlu oldugu
bildirilmisgtir (NORMILE, 2006). Genetik olarak bu izolata benzer olduklar1 saptanan gesitli
H5NI1 suglar; Giiney Kore, Vietnam, Japonya, Tayland, Kambogya, Laos, Endonezya,
Malezya, Kazakistan, Mogolistan, Romanya, Hirvatistan, Yunanistan, Bulgaristan, Almanya
ve Fransa’daki degisik klinik vakalardan izole edilmistir. Ulkemizde 2006 yili Ocak ayinda,

Agri-Dogubeyazit’ta kus gribinden 6len insanlara ait HSN1 izolatlarinin yapilan filogentik
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analizlerinde, bunlarin da s6z konusu susa olduk¢a benzer olduklari bildirilmistir (AKPINAR
ve SAATCI, 2006). Giiniimiizde; HPAI patotipindeki bu H5N1 alt tipinin, Asya’nin giiney
dogusunda endemik bir seyir gosterdigi ve bu bolgeden orijin alan bir pandemiye neden
olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (CHEN ve ark., 2005). Ciinkii viriis, yiiksek mutasyon
yetenegi sayesinde bazi memeli hayvanlar ve insanlara adaptasyon yetenegini giin gegtikce
artirmaktadir (SANLIDAG ve ark., 2006).

1997 yilina kadar HS5 viriisiiniin insanlarda infeksiyona neden olarak olim
olusturduguna dair bir kanit bulunmamaktadir (WEBSTER ve ark., 2006). Bu tarihten
itibaren, viriisiin konakgilarda infeksiyon olusturma bakimindan tiir spesifitesini asacak
sekilde oOzellikler kazandigi, bdylece bir¢ok yeni memeli ve kanatli tiirlinde infeksiyon
olusturabilecegi disiiniilmektedir (ALEXANDER, 2007). Viriis, insanlara genellikle infekte
kuslarla direkt temas veya kuslar tarafindan kontamine edilen yiizeylerle indirekt olarak
bulagsmaktadir (ROTT, 1992). Hong Kong’da 1997 yilinda 3 tavuk ciftliginde baslayan ve
hayvanlarin %75’inin (yaklasik 6500 tavuk) o6liimiine neden olan HSNI izolatinin insanlara
da bulasarak, 18 insandan 6’sinin liimiine neden oldugu rapor edilmistir (SHORTRIDGE ve
ark., 1998; CHEN ve ark., 2004). Bu durum, Al tip A viriislerinin kanathi hayvanlardan
insanlara bulagsmasinin ilk kez laboratuvar bulgulariyla dogrulanmis olmasi nedeniyle tim
kamuoyu dikkatinin influenza viriis infeksiyonlar lizerine ¢ekilmesine neden olmustur (KOU
ve ark., 2005; WU ve YAN, 2006). Vietnam, Tayland ve Kambogya’da 2003 yilinda 130’dan
fazla insanda H5N1 alt tipine bagli infeksiyon teshisi konulmus ve bunlarin yaridan fazlasinin
oldiigi rapor edilmistir (WEBSTER ve ark., 2006). 1959 yilindan 2008 yilina kadar
Tiirkiye’deki 4 vaka da dahil olmak tizere diinyada influenza virlis infeksiyonu teshisi
konulan toplam 417 kisiden 179°u (%42.9) hastaliktan dlmiistiir. Insanlardan H5N1 basta
olmak tizere H7N2, H7N3, H7N7 ve HON2 alt tipleri izole edilmektedir (CAPUA ve
ALEXANDER, 2008; MORGAN ve ark., 2009).

Son yillarda Al tip A viriislerinin evcil kanath hayvanlardan insanlara direkt olarak
bulastig: tespit edilmistir (KAYE ve PRINGLE, 2005). Matrosovich ve ark. (1999), influenza
A viriislerinin insanlara bulasmasi bakimindan, pili¢lerin ara konakg1 olabileceklerine dikkat
¢ekmislerdir. Promkuntod ve ark. (2006) ise, yumurta ile viriisiin tasinma ihtimalinin mutlaka
dikkate alinmasi gerektigini, yumurtlamadan 6nce ve sonra yumurtalarin Al viriisleri ile
kontamine olabilecegini ifade etmislerdir.

Domuzlarin kanath orijinli Al tip A virilislerinin insanlara bulagmasi bakimindan ara

konakg1 olarak rol oynadigi bildirilmektedir (KIDA ve ark., 1994; GUAN ve ark., 1996; LI ve
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ark, 2003; JUCKETT, 2006; WEBSTER ve ark., 2006). Yapilan deneysel ¢alismalarda
domuzlarin ¢esitli alt tiplerle infekte oldugu (SCHOLTISSEK ve ark., 1983; KIDA ve ark.,
1994) ve bu hayvanlardan H4N6, HON2, HIN1 ve H3N2 gibi alt tiplerin izole edildigi ifade
edilmistir. Domuzlardan ¢ok farkli alt tipler izole edildiginden bu hayvanlara influenza
viriisleri bakimindan “mixing vessel-karisma kab1” yakistirmasi yapilmistir. Gelecekte
insanlarda olusacak muhtemel salginlarinin, domuzlardan bulasan Al tip A viriisleriyle
olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (TOLLIS ve DI TRANI, 2002).

Influenza A viriislerinin heniiz insandan insana bulasmadigi, ancak gelecekte viriisiin
insanlara adapte olacak sekilde mutasyon gecirerek, insandan insana bulasabileceginden
endise edilmektedir (DE LA BARRERA ve REYAS-TERAN, 2005; WEBSTER ve ark.,
2006). Olusan her yeni insan vakasinda etken, insandan insana gegis yetenegini gelistirme
firsati bulmaktadir. HPAI HS5N1 viriisii, insandan insana bulasma konusunda diger alt
tiplerden farkli bir durum arz etmektedir. Bu alt tip, digerlerine gore mutasyona daha
meyillidir ve kanatli orijinli suslara ait gen parcalarin1 daha sorunsuz bir sekilde kabul
edebilmektedir (SANLIDAG ve ark., 2006). HPAI patotipindeki Asian H5N1 alt tipinin;
epidemiyolojik, ekolojik, kiiltiirel, sosyal ve ekonomik olarak farkli olan 3 kitadaki insan ve
gesitli hayvanlarda goriilmesi, bu goriisii desteklemektedir (CAPUA ve ALEXANDER,
2007).

Deneysel caligsmalarda inkiibasyon siiresi degismekle birlikte, duyarli hayvanlardaki
dogal infeksiyonlarda bu siire yaklasik 2-4 giindiir. Al tip A viriisleri tarafindan olusturulan
infeksiyonlarin siddeti ve semptomlar; etkenin alt tipine, konak¢inin yasina, tiiriine,
Pasteurella spp, Mycoplasma spp, Escherichia coli gibi bakteriyel; newcastle, infeksiy6z
bronsitis ve avian pneumoviriis gibi viral etkenler tarafindan infekte olup olmadigina, bunlara
karsi bagisiklik durumuna, immun yetmezlik haline ve c¢ok ¢esitli cevresel faktorlere
(amonyak fazlaligi, toz, sicak veya sofuk hava gibi) gore degismektedir (CAPUA ve
MARANGON, 2000; ARDA ve ark., 2002; ALEXANDER, 2008; KIDA, 2008; SONG ve
ark., 2009).

HPAI viriisleri duyarl kanatlilarda birkag giin iginde %100 6liim olusturabilmektedir.
Onemli klinik bulgular arasinda asir1 gdzyasi ve burun akintisi, sinuzitis, bas bolgesi ve yiizde
0dem, yumurtanin i¢ ve dis kalitesinin bozulmasi ve yumurtlamanin tamamen durmasi
sayilabilir. Bunlara ilaveten 6zellikle bas bdlgesi ve viicudun diger bolgelerinde siyandz ile
birlikte deride ddem, sinuslar ve periorbital dokularda sislik, burun ve gozyasi akintisi,

gbzlerin tamamen kapanmasi, siddetli solunum sistemi semptomlari, ishal ve nadiren sinirsel
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belirtiler goriilmektedir. Infeksiyonun baslagicindan birkag¢ giin sonra ortaya ¢ikan glottis
O0demi, asfeksiye bagli 6liim olustarabilmektedir. Akut donemi atlatan hayvanlarda donme,
ataksi, yiirimede giliclik ve ayakta duramama gibi sinirsel bulgular dikkati ¢ekmektedir
(ARDA ve ark., 2002; TOLLIS ve DI TIRANI, 2002; ALEXANDER, 2008).

Ozellikle tavuk ve hindiler basta olmak iizere evcil kanatlilardan izole edilen Al tip A
viriislerinin ¢ogunlugu LPAI viriis karakterindedir. Bu viriisler orta diizeyde solunum sistemi
infeksiyonu, depresyon ve yumurta veriminde kayiplara neden olmaktadir. LPAI viriislerinin
neden oldugu infeksiyonlarda; hayvanlarin bir araya toplanmasi, oOksiiriik, tiksirik, burun
akintisi, ates, istahsizlik ve infraorbital siniislerde siskinlik 6nemli klinik bulgular arasindadir
(WOOD ve ark., 1996; CAPUA ve ALEXANDER, 2007; ALEXANDER, 2008; KIDA,
2008). LPALI viriis infeksiyonlarina ait klinik bulgular deneysel infeksiyonlarda ve 1999-2000
yillarinda Italya’da LPAI H7N1 alt tipinin neden oldugu epidemilerde ayrintili bir sekilde
gbzlemlenmistir. italya’daki salginda ilk olarak et¢i hindiler hastalanmistir. Klinik bulgular
solunum sistemine lokalize olup, 6zellikle geng¢ hayvanlar bagta olmak {izere hindi siiriilerinde
%5-97 oliim goriilmiistlir. Anag hindilerde hastalik orta siddette bir seyir gostermis ve oliim
%5-20 diizeyinde gerceklesmistir. Infeksiyon broilerler ve broiler damizliklarda subklinik ve
asemptomatik seyretmis ve Olim orant %2-3’ti ge¢memistir (LAUDERT ve ark., 1993;
CAPUA ve ark., 2000a). LPAI H9N2 alt tipi ile broiler tavuklarda yapilan deneysel bir
calismada, Oliim oraninin dogal infeksiyonlardan ¢ok daha az olduguna dikkat ¢ekilmistir
(NILI ve ASASI, 2002).

Influenza A viriislerinin yabani su kuslarinda énemli bir klinik bulgu olusturmadan
adapte olduklar1 ve bundan dolayr bu hayvanlarin virlislerin dogal konakeilar1 olduklari
bildirilmektedir (SHARP ve ark., 1993). Etkenler; dogal konakgilar1 olan kanatli hayvanlarin
sindirim sistemine affinite gostermektedir. Herhangi bir infeksiyon durumunda ise sindirim
sisteminden ayrilarak Ozellikle solunum sistemi basta olmak {izere, diger sistemlere de
yerleserek hastalik olusturmaktadir. Infeksiyon basladiktan kisa bir siire sonra etken diski ile
yogun olarak atilmaya baslamaktadir. Viriis, iki kanatli hayvan arasinda daha c¢ok direkt temas
veya digki ile kontamine olmus su araciligi ile indirekt olarak bulasmaktadir (WEBSTER ve
ark., 1992).

Genellikle gogmen su kuslart Al tip A viriislerini belirgin bir semptom olusturmadan
tagimakla birlikte, 6zellikle 6rdek ailesinde nadiren de olsa belirgin klinik semptomlarla
birlikte infeksiyonlar da goriilmektedir (STURM-RAMIREZ ve ark., 2005; KIDA, 2008).
Cin’de 2005 yilinda toplam 3000 adet hayvandan olusan yabani ¢izgili bagh kaz
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populasyonunda, HPALI patotipindeki H5NT1 alt tipinin neden oldugu salginda, hayvanlarin
%90’ min 6ldiigi ve klinik bulgu olarak basin saga-sola sallanmasi, titreme, sallantili yiirtiylis
ve felgler goriildiigii bildirilmistir (CHEN ve ark., 2005).

Kanatli hayvanlardaki AI tip A viriis infeksiyonlarinda dikkati ¢eken en Onemli
nekropsi bulgulari arasinda, 6liim sertliginin ¢abuk sekillenmesi ve deri altinda agik sari
renkte berrak bir sivinin bulunmasi sayilabilir (ARDA ve ark., 2002). Karkas siddetli
septisemiye bagli olarak kirmizi renktedir. Deri, derialti, kalp, karaciger, akciger, bobrek ve
dalak gibi ¢esitli i¢ organlarda hemorajik bolgeler dikkati ¢ekmektedir. HPAI patotipindeki
HS5NI1 alt tipi ile dogal infekte kaz, 6rdek, kugu, flamingo, balik¢il ve karabas mart1 gibi
yabani su kuslarina ait materyallerin makroskobik incelenmesinde; hayvanlarin bir kisminin
akcigerlerinde 6dem, hava keselerinin duvarinda kalinlagsma, dalak, karaciger ve bobreklerde
biiylime, i¢ organlarda ve akcigerde kanama ve asites belirlenmistir. Ancak, perakut seyreden
ve HPAI patotipindeki alt tiplerin neden oldugu infeksiyonlarda bu bulgular goriilmeyebilir
(SWAYNE ve ark., 1994; ARDA ve ark., 2002; KISHIDA ve ark., 2005; KWON ve ark.,
2005; NAGY ve ark., 2007).

HPAI ve LPAI viriisleri, infekte ettikleri hayvanlarda farkli dokulara tropizm
gostermeleri nedeniyle degisik lezyonlar olusturmaktadir. HPAI grubundaki etkenler deri,
beyin, adrenal bezler, pankreas, kalp ve diger i¢ organlarda yangi, hemoraji ve nekroz ile
karakterize lezyonlara neden olmaktadir. LPAI viriisleri ise hafif veya orta derecede solunum,
tirogenital ve enterik infeksiyonlar olusturmakla birlikte, sekonder infeksiyonlar bu tablonun
agirlagsmasina neden olabilmektedir (MO ve ark., 1997).

HPAI virtisleri, infekte bir hayvandan duyarl bir hayvana, LPAI viriislerine gore daha
az bulagsmaktadir. Bu durum, HPAI tip A viriisleriyle infekte olan hayvanlarin ¢ok kisa siirede
Olmeleri ve etkeni uzun siire etrafa bulagtiramamalariyla a¢iklanmigtir (MO ve ark., 1997).

Hong Kong’da 1997 yilinda 3 kiimeste ortaya ¢ikan ve bu kiimeslerdeki hayvanlarin
%751 ile insanlara da bulasarak 6 kisinin Oliimiine neden olan HPAI H5N1 virisi ile
farelerde yapilan deneysel calismada, etkenin norotropik bir seyir gosterdigi bildirilmistir
(TANAKA ve ark., 2003). Kuzey Kore’deki ticari 6rdek isletmelerinde dliimle sonuglanan
infeksiyonlara neden olan ve HPAI H5N1 olarak identifiye edilen izolatla, etkenin
patojenitesini belirlemek amaciyla deneysel bir calisma yapilmistir. Etken, SPF 6zellikteki 6
haftalik tavuklara damar i¢i verilmis ve tiim hayvanlarin 24 saatte 6liimiine neden olmustur

(KWON ve ark., 2005). Dogal infekte hayvanlara ait doku ve organlarin immunoperoksidaz
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yontemiyle incelenmesinde etkenin daha ¢ok akciger, beyin, kalp, pankreas, periferal sinir ve
bobrek kesitlerinde goriildiigii bildirilmistir (ELLIS ve ark., 2004; KWON ve ark., 2005).

Yapilan deneysel calismalar, influenza A viriislerinin canlhiliklarinin sicaklik, pH ve
ortamin tuz orantyla direkt iliskili oldugunu gostermistir (STALLKNECHT ve ark., 1990; DE
BENEDICTIS ve ark., 2007). Bu nedenle gerek Al viriis infeksiyonlarinin laboratuvar teshisi,
gerekse degisik klinik materyallerdeki viriislerin ortaya konulmasi bakimindan transport
mediumlarin bilesimi, pH’s1, tuz oran1 ve ortamin 1sis1 olduk¢a 6nem arz etmektedir. Konuyla
ilgili calismalar incelendiginde farkli transport mediumlarin kullanildigr goriilmektedir.
Transport mediumlarda ¢oziicii soliisyon olarak; Hank balansli tuzlu su soliisyonu, hiicre
kiiltiirii besiyeri, fosfat tamponlu tuzlu su, triptoz fosfat besiyeri ve beyin kalp inflizyon sivi
besiyeri gibi oldukga farkli vasatlar kullanilmaktadir. Transport mediumlara genis spektrumlu
antibiyotik ve antimikotik ajanlarin katilmasi tavsiye edilmektedir. Materyal aliminda ahsap
veya polyester ekiivyonlar tercih edilmektedir (MUNSTER ve ark., 2005; SANLIDAG ve
ark., 2006). Bunlarin bir kismi ticari (MUNSTER ve ark., 2005; RUNSTADLER ve ark.,
2007), cogunlugu ise manual olarak hazirlanmaktadir (DE MARCO ve ark., 2004; WIDJAJE
ve ark., 2004; GAIDET ve ark., 2007).

Yazili kaynaklar incelendiginde, Al tip A viriisleriyle ilgili gerek epidemiyolojik,
gerekse teshise yonelik calismalarin g¢ogunda materyal olarak digki ya da kloakal svap
orneklerinin kullanildigr goriilmektedir (CHEN ve ark., 2005; MUNSTER ve ark., 2005;
GAIDET ve ark., 2007; RUNSTADLER ve ark., 2007). Diskida bulunan influenza A
viriislerinin canli kalabilme siireleri viriisiin tipine, digkinin fiziksel durumuna ve ortamin
1sisina gore degismektedir. Canli hayvanlardan materyal olarak iist solunum yollaria ait
nazal ve trakheal &rnekler kullanilmaktadir. Olii hayvanlardan ise bu materyallerle birlikte
akciger, karaciger, kalp, dalak, bobrek ve beyin incelenebilmektedir. Diger yandan, ¢evresel
ornekler de izolasyon amaciyla kullanilmaktadir. Kisa siire iginde analiz edilmeyecek
materyallerin -70°C veya daha diisiik 1s1 derecelerinde saklanmalar1 tavsiye edilmektedir
(SANLIDAG ve ark., 2006). Pensilvanya’da 1983-1985 yillar1 arasinda gériilen ve H5N2 alt
tipinin neden oldugu salginda, hindilere ait digki ornekleri 4°C’de bekletildiginde 35 giin,
25°C’de bekletildiginde 2 giin etkenin infektivitesini korudugu, nemli ortamlar ve diisiik 1s1
derecesindeki digkida 105 giin canli kaldig: bildirilmistir. Bir gram digki 6rneginde 10" adet
infektif virlis partikiiliiniin olmasi halinde etkenin 45 giinden daha uzun bir siire canliligini
korudugu belirtilmistir. Viriisiin direkt glines 1s18ina maruz birakilan digki 6rneklerinde 32-

35°C’de 30 dk, 25-32°C’de ise 4 giinde inaktive oldugu ifade edilmistir. Ortam 1si1sinin 4 ile
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37°C arasindayken bazi Al tip A viriislerinin suda 200 giinden daha fazla canli kaldiklar
rapor edilmistir (STALLKNECHT ve ark. 1990; DE BENEDICTIS ve ark., 2007).

Al tip A viriisleriyle ilgili yapilan izolasyon ¢alismalarinin ¢ogu, etkenin yayilmasinda
goemen kuslarin rollerini belirlemek amaciyla yapilmistir (DOUGLAS ve ark., 2006;
WEBSTER ve ark., 2006). Kuzey Denizindeki Helgoland Adasinda serge ailesine ait 4 tiir
goemen kustan saglanan materyaller, HS ve H7 alt tipleriyle avain paramyxovirus serotip 1
yoniinden izolasyon yontemiyle arastirilmistir. Toplam 543 kustan alinan (131 adet Fringilla
coelebs, 169 adet Turdus philmelos, 142 adet Sylvia borin ve 101 adet Phoenicurus
phoenicurus) konjunktival ve kloakal svap drnekleri materyal olarak kullanilmistir. Izolasyon
amactyla materyaller, SPF 0zellikteki embriyolu tavuk yumurtasina ekilmistir. Calisma
sonucunda materyallerin hi¢ birinden Al tip A  viriisii izole edilmedigi bildirilmistir
(SCHNEBEL ve ark., 2005). Baska bir ¢alismada ise 168 farkli go¢men kus tiiriinden
saglanan kloakal svaplar izolasyon materyali olarak kullanilmistir. Materyaller 9-11 giinliik
embriyolu tavuk yumurtalarina ekilerek, toplanan allantoik sivilar 6ncelikle hemagliitinasyon
(HA) testiyle incelenmis, pozitif bulunanlar ise RT-PCR ile viral RNA yoniinden analiz
edilmistir. Calismada 2 hayvan Al tip A ve 1 hayvan da newcastle viriisii yoniinden pozitif
bulunmustur. Incelen toplam 168 gd¢men kanatli hayvan tiiriinden sadece Anatidae
familyasindan bir o6rdek tlirlinde Al tip A virlisii saptanmistir. Sonu¢ olarak, Al tip A
viriislerinin taginmasinda Ordeklerin diger gd¢men kuslardan daha 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (DOUGLAS ve ark., 2006).

Al tip A virlis infeksiyonu olan hayvanlardan sekonder etken olarak farkli bakteri ve
viriisler izole edilmektedir. Bakteriyel etkenler arasinda daha ¢ok Escherichia coli, Riemerella
antipestifer, Mycoplasma gallisepticum, Pasteurella multocida, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, viral etkenler arasinda ise newcastle viriisii, infeksiy6z bronsitis viriisii ve
avian pneumoviriis sayilabilir (LAUDERT ve ark., 1993; CAPUA ve ark., 2000b; NILI ve
ASASI, 2002; HANSON ve ark., 2005; GRONESOVA ve ark., 2008).

Gerek Avrupa Birligi Yonetmeligi gerekse OIE, Al tip A viriis infeksiyonlarinin
teshisinde Oncelikli olarak konvansiyonel virolojik yontemleri dnermekte ve bunlar1 “gold-
standart” olarak kabul etmektedir. Konvansiyonel yontemlerin dezavantajlari arasinda pahali
olmalari, laboratuvar ¢alismalar1 sirasinda daha ¢ok 6nlem almay1 gerektirmeleri, 6zellikle bir
salgin esnasinda kisa siirede teshise imkan vermemeleri sayilabilir (PLAYFORD ve DWYER,
2002; ALEXANDER, 2008).
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Italya’nin batisindaki sahillerde serbest yasayan su kuslarina ait materyallerde Al tip A
virlislerinin varligin1 ve yaygmligint belirlemeye yonelik yapilan bir calismada, 469’u
ordeklerden ve 333’1 su tavuklarindan olmak {izere toplam 802 adet kloakal svap, klasik virtis
izolasyon yontemiyle incelenmistir. Ordeklerin 18’inden (%3.8), su tavuklarinin ise 4’iinden
(%1.2) spesifik virlis izole edilmistir. Materyaller toplam olarak degerlendirildiginde, 802
kloakal svab &rneginin 22’sinden (%2.7) Al tip A viriisii izole edilmistir. izolatlardan 1°i
sunadan (H1N1), 4’1 sakarmekeden (1 izolat HIN1, 1 izolat H3N8, 2 izolat HIONS), 17’si ise
yesilbas ordeklerden (1’1 H5SN2, 16’s1 HIN1) elde edilmistir (DE MARCO ve ark., 2003).

Son zamanlarda cesitli klinik materyallerde direkt viriis RNA’sin1 belirlemeye yonelik
bircok metot gelistirilmistir. Al tip A viriislerinin kisa siirede ve dogru bir sekilde teshis
edilmesi, gerekli 6nlemlerin bir an 6nce alinarak insanlar igin tedaviye baglanmasi, sanitasyon
asamasina gecilmesi ve belki de en Onemlisi infeksiyonun yayilmasina firsat vermeden
kontrol altina alinmasi bakimindan, bu metotlarin gelistirilmis olmasi1 son derece 6nemlidir
(PLAYFORD ve DWYER, 2002; HINDIYEH ve ark., 2005; MORGAN ve ark., 2009).

Farkli PCR (one-step, two step, nested ve multiplex-PCR gibi), ekstraksiyon (fenol
kloroform ve farkli ticari kitlerle yapilan ekstraksiyon yontemleri gibi) ve goriintiileme
(agaroz jel elektroforezis ve prob hibdiridizasyon gibi) yontemleri uygulanarak yapilan
caligmalarda, Al tip A viriislerinin M, H, NP ve NS bdlgelerine spesifik farkli primerler
kullanilmaktadir (WRIGHT ve ark., 1995; ELLIS ve ark., 1997, PLAYFORD ve DWYER,
2002; WIDJAJE ve ark., 2004). Tercih edilen primerlere gore etkenler, tip ya da alt tip
diizeyinde identifiye edilebilmektedir (PLAYFORD ve DWYER, 2002). Son yillarda bir¢ok
laboratuvar reverse transcriptase-polymerase chain reaction (PCR) ve real-time PCR (RT-
PCR) ve real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RRT-PCR) metotlarini
daha cok tercih etmektedir. Dogru primerler kullanildiginda, real-time esasina dayanan
metotlarla ¢esitli klinik materyallerde direkt olarak genomik RNA kisa siirede ortaya
konulabilmekte, alt tiplerin ayirimlar1 yapilabilmekte ve elde edilen c-DNA 6rnekleri sekans
analizinde kullanilabilmektedir (STARICK ve ark., 2000; MUNCH ve ark., 2001;
ALEXANDER, 2008). Teshis amaciyla kullanilan RT-PCR yonteminin ise Al tip A
virtislerinin genomik materyalinin saptamasi bakimindan duyarli ve spesifik bir metot oldugu
bildirilmektedir (STARICK ve ark., 2000; SPACKMAN ve ark., 2002; SPACKMAN ve ark.,
2006; RUNSTADLER ve ark., 2007). Ayrica, virlis izolasyonunun bolgesel referans
laboratuvarlarda yapilma zorunlulugu bulunmaktadir. Klinik materyallerin durumuna da bagl

olarak RT-PCR yonteminin sensitivitesinin “gold-standart” olarak kabul edilen klasik viriis
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izolasyon yontemlerinden daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir (WRIGHT ve ark., 1995;
PLAYFORD ve DWYER, 2002; ELLIS ve ark., 2004). Diger yandan materyallerin kalitesi,
transport mediumun niteligi ve tasima sartlar1 gibi durumlar RT-PCR igin kiiltiir yontemine
gore daha az 6nem arz etmektedir. Degisik klinik materyallerde bulunan influenza A viriisleri,
RT-PCR ile kiiltiir yontemine gore daha uzun siire bekletilmis materyallerde pozitif sonug
vermektedir. Bu durum, viral RNA’nin kiiltiire edilebilen viriis partikiillerinden daha
dayanikli olmasi ile aciklanmistir (CHERIAN ve ark., 1994). RRT-PCR yonteminin
sensitivitesinin, HSN1 alt tipine ait viriis RNA’sin1 belirlemeye yonelik diger ticari hizli teshis
yontemlerinden daha yiiksek oldugu ve yaklasik 4 saatte sonug alindigi bildirilmektedir
(JUCKETT, 2006).

Spackman ve ark. (2002), real-time single step RT-PCR yonteminde
primer/fluorogenic hydrolysis proplart kullanarak, HS ve H7 dahil diger Al tip A viriis alt
tiplerinin identifkasyonlarii yapmuglardir. Arastiricilar, gelistirdikleri yontemin klasik
izolasyon yontemlerinden daha ucuz ve daha kisa silirede sonug¢ veren alternatif bir metot
oldugunu bildirmislerdir. Viral RNA’nin saptanmasina yonelik olarak dogru uygulanan RT-
PCR yoOntemi, materyallerdeki inhibitér maddelerin nitelik ve miktarlarina gore farkl
sekillerde modifiye edilebilmektedir.

Alaska’da yasayan ordeklerde Al tip A viriislerinin prevalansini kiltiir ve RT-PCR
yontemleriyle karsilastirmali olarak belirlemeyi amaglayan bir ¢alisma yapilmistir. Materyal
olarak 500 ordekten alinan kloakal svaplar kullanilmistir. RT-PCR ile analizde matriks gen
bolgesi amplifiye edilmistir. Izolasyonda kullanilacak svaplar antibiyotikli viral transport
mediumla taginmistir. Embriyolu tavuk yumurtasinda yapilan izolasyonda 8’1 yesilbas
ordeklerden ve 34’0 ise kilkuyrukdan olmak iizere toplam 42 (%8.4) hayvandan Al tip A
viriisii izole edilmigtir. RT-PCR ile 74 hayvanda (%14.8) pozitiflik saptanmistir. Bu
hayvanlardan 1’inin (%1) Amerikan ¢amurcunu, 19’unun (%26.4) yesilbas 6rdek ve 54 {iniin
(%12.9) kilkuyruk oldugu ifade edilmistir. Izole edilen suslarin tiplendirmeleri
hemagliitinasyon inhibisyon (HI) ve neuraminidaz inhibisyon (NI) testleriyle yapilmustir.
Toplam 42 izolattan 38’1 (%90.5) tiplendirilirken, 4’4 (%9.5) tiplendirilememistir.
Tiplendirilen izolatlarin 3’ H3N6, 7’si H8N4, 9°u HI2NS, 11°1 H4N6 ve 12’si H3N8 olarak
identifiye edilmistir (RUNSTADLER ve ark., 2007).

Nagy ve ark. (2007), Cek Cumhuriyeti’nde Al tip A viriislerinin prevalansini
belirlemek amaciyla; kugu, karabatak, yesilbas ordek, suna, camurcun ve giivercin gibi

hayvanlarin da i¢inde bulundugu 61 farkli kanath tiirline ait toplam 2101 hayvandan aldiklar
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materyallerle (beyin, karaciger, akciger, bobrek ve kloakal 6rnek) epidemiyolojik bir ¢alisma
yapmuglardir. Arastiricilar, sadece 282 kugunun 12’sinde (%4.3) RT-PCR ile pozitiflik
saptadiklarin1  bildirmislerdir. RT-PCR, HI ve NI testleriyle yaptiklar1 tiplendirmede
izolatlarin tamaminin HPAI H5N1 viriisii oldugunu ifade etmislerdir. Afrika Kitasi’nda
bulunan 14 farkli iilkedeki (Nijerya, Cad, Mali, Malawi, Moritanya, Senegal, Kenya,
Mozambik, Tunus, Fas, Sudan ve Misir) kilkuyruk, karabatak ve dogiisken kusun da iginde
bulundugu 87 farkli su kusu tiiriinden toplanan 4553 adet kloakal svap ornegi RT-PCR ile
analiz edilmistir. Materyaller oncelikle Al tip A viriisleri yoniinden RT-PCR ile incelenmis ve
pozitif bulunan 6rnekler, ayn1 metotla H5 alt tipi yoniinden tekrar test edilmistir. RT-PCR ile
pozitif bulunan materyaller; 9-10 giinliik embriyolu tavuk yumurtasinda iiretilip, allantoik
stvilar toplanarak, alt tiplerin belirlenmesi amaciyla HI ve NI testleriyle incelenmislerdir.
Hayvanlar toplam olarak degerlendirildiginde, 20 farkli tiirlin, 159’unda (%3.5) pozitiflik
saptanmistir. En yliksek pozitiflik %12.5 ile ¢amurcunda belirlenmistir. Kilkuyrukta %38.3,
dogiisken kusta %1.7 pozitiflik saptanirken, karabatakta ise pozitiflik tespit edilememistir.
Izolatlarin tamaminin LPAI patotipinden HIN1, H5N3, H8N4, H11N9 ve H12N5 alt tipler
olduklar1 ortaya konulmustur (GAIDET ve ark., 2007).

Isve¢’te 2006 yili icinde farkli kanatli tiirlerinden toplanan materyallerde Al tip A
viriislerinin prevalansinin saptanmasi ve izole edilen suslarla, influenza A viris
koleksiyonunda bulunan suslarin genetik bakimindan karsilastirmalarinin amaglandigi bir
caligma yapilmistir. Calisma; 23’1 yeni izole edilen, toplam 75 izolatla gerceklestirilmistir.
Bu 23 izolat, aralarinda yesilbas 6rdek ve giimiisi martinin da oldugu 503 adet kanath
hayvanin oro-farengeal svaplarindan izole edilmistir. Svaplar 6ncelikle M2 proteini yoniinden
RT-PCR ile analiz edilmistir. Pozitif bulunan materyaller ise H5 spesifik primerler
kullanilarak, tekrar RT-PCR ile incelenmistir. HS alt tipinden olduklar1 belirlenen izolatlar,
non-structural (NS) gen bolgesi kullanirak sekans analizine alinmistir. Bu metotla, 75
izolattan 64’lniin (%85.3) HPAI patotipinde HS5NI1 alt tipinden olduklart bildirilmistir
(ZOHARI ve ark., 2008).

Al viriis infeksiyonlariyla ilgili olarak hizli test kitleri, daha ¢ok insanlara yonelik
olarak gelistirilmistir. Bu ticari kitler tiim influenza viriis antijenlerini saptayabilmekle
birlikte, rutin teshiste daha ¢ok HS ve H7 alt tipi i¢in kullanilmaktadir (YUEN ve ark., 1998;
XU ve ark., 2004). Bu kitler son yillarda giderek artan bir oranda gesitli kanatl tiirlerinde de
kullanilmaya baglamistir (BOOTH ve ark., 2006). Giiniimiizde 6zellikle ABD’de kanath

hayvanlardaki Al tip A viriislerinin saptanmasina yonelik olarak en ¢ok ticari Directigen Flu
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A kiti kullanilmaktadir (SLEMONS ve BRUGH, 1998). Kit, niiklueoproteine spesifik
monoklonal antikorlar igerdiginden, influenza A viriislerini saptayabilmektedir. Bu kit,
memelilerdeki infeksiyonlar1 belirlemeye yonelik olarak gelistirilmesine ve bazi tiirlerde
sensitivitesinin farklilik gostermesine ragmen, kiimes hayvanlar1 dahil bir ¢ok farkli kanatli
hayvan tiiriinde tercih edilmektedir. Bu ve diger antijen saptamaya yonelik kitlerin en 6nemli
avantajlari, Al tip A virlislerini yaklasik 10-15 dakika i¢inde ortaya koyabilmeleridir. En
onemli dezavantajlar ise, virlisleri alt tip diizeyinde identifiye edememeleri, pahali olmalari
ve sensitivitelerinin bireysel degerlendirmelerde diisiik olmasidir (HORNSLETH ve
JANKOWSKI, 1990; ALEXANDER, 2008). Nagy ve ark. (2007), dogal infekte kanatl
hayvanlardan izole ettikleri ve HPAI patotipinde H5N1 olarak identifiye ettikleri 12 izolata ait
allantoik sivilarin hi¢birinin, hizli test kiti (Anigen rapid avian influenza virus antigen test,
Anigen, South Korea) ile pozitif sonu¢ vermedigini bildirmislerdir.

Cesitli klinik materyallerde, viral antijenlerin hizli tanis1 amaciyla immunoflouresans
esasina dayanan testler de kullanilmaktadir. Bu yontemler sensitivitelerinin diisiik olmasinin
yanisira, influenza tip A ve tip B virtislerini de ayiramamaktadir (YUEN ve ark., 1998;
PLAYFORD ve DWYER, 2002; SANLIDAG ve ark., 2006; ALEXANDER, 2008; HE ve
ark., 2009).

Al tip A virlslerinin indirekt teshisi ve identifikasyonunda ¢esitli serolojik testlerden
yararlanilmaktadir. Bu amagla daha ¢ok hemagliitinasyon (HA), hemagliitinasyon inhibisyon
(HI), neuraminidaz inhibisyon (NI), agar jel presipitasyon (AGP), viriis nétralizasyon (VN),
cesitli ELISA yontemleri ve flouresans antikor (FA) testi kullanilmaktadir. Tim influenza
viriisleri, benzer matriks ve niikleokapsid antijenlerine sahip olduklarindan, AGP ve FA
testlerinin de aralarinda bulundugu cesitli testlerle bu antijenlere karsi sentezlenen antikorlar
saptanabilmektedir (DAISY ve ark., 1979; CHERIAN ve ark. 1994; CHEN ve ark., 2008).
[zolatlarin tiplendirilmesinde en gok HI testi kullanilmaktadir. Tavuk, koyun ve ferret (dag
gelincigi) gibi hayvanlarda hazirlanan spesifik anti-serumlar kullanilarak yapilan HI testinin
referans tiplendirme metodu oldugu kabul edilmektedir (PLAYFORD ve DWYER, 2002).

Klinik materyallerden izole edilen Al tip A viriislerinin alt tiplerinin belirlenmesi,
hastalikla miicadele ve epidemiyolojik agidan olduk¢ca Onem arz etmektedir. Suslarin
tiplendirmeleri daha ¢ok serolojik yontemlerle yapilmasina ragmen, son yillarda formiile
edilen alt tip spesifik primerler kullanilarak uygulanan PCR yontemleriyle de alt tipler ortaya
konulabilmektedir (MUNCH ve ark., 2001; ALEXANDER, 2008). Ornegin; kugu orijinli 12

adet Al tip A virlisiiniin, bu izolata 6zgili primerler kullanilarak RT-PCR ve alt tiplere spesifik
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serumlar kullanilarak yapilan HI testiyle analizlerinde, izolatlarin tamammin HS5N1 alt
tipinden olduklart belirlenmistir. Ayn1 izolatlarin HAO gen bolgelerinin sekans analizlerinde
ise tamaminin HPAI olduklar1 saptanmistir (NAGY ve ark., 2007). Gaidet ve ark. (2007), 20
adet Al tip A virls izolatin1 HI ve NI testleriyle inceleyerek HIN1, HSN3, H8N4, H11NO ve
HI2NS5 alt tipinde olduklarini saptamislardir.

Diger yandan amplifiye edilen H ve N gen bolgelerinin sekans analizleriyle izolatlarin
akrabalik dereceleri ve gecirdikleri mutasyonlar hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir
(DUGAN ve ark, 2008). Dogal konak¢ilardan izole edilen Al tip A viriislerinin molekiiler
tekniklerle yapilan ¢alismalarda, Avrasya (Eurasian lineage) ve Amerika (American lineage)
olarak 2 gen grubuna ayrildiklar1 saptanmigtir (OLSEN ve ark., 2006; ZOHARI ve ark.,
2008). Halbuki influenza viriisleri, dogal konak¢ilarinda fazla mutasyon geg¢irmemektedir. Bu
durum; konakg¢ilarin goglerle baska bolgelere gitmek zorunda olmalariyla aciklanmistir
(OLSEN ve ark., 2006).

Kanatli hayvanlardaki Al tip A viriis infeksiyonlarinin kemoterapdtik maddelerle
tedavileri onerilmemektedir (ARDA ve ark., 2002). Tedavi insanlarda uygulanmaktadir. Bu
amagcla daha ¢ok neuraminidaz inhibitorii olarak fonksiyon yapan oseltamivir (Tamiflu) ve
zanamivir (Relenza) kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin, hastaligin ilk 48 saati i¢inde
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Oseltamivir giinde 2 kez, 75 mg dozunda tedavi amaciyla
veya ayni dozda 7-10 giin profilaksi amaciyla kullanilmaktadir (PLAYFORD ve DWYER,
2002; JUCKETT, 2006; MORGAN ve ark., 2009).

Al tip A virilis infeksiyonlardan korunmada, viriisle direkt veya indirekt temasin
onlenmesi, bir salgini takiben eger miimkiinse siiriiniin ortadan kaldirilmasiyla eradikasyona
gidilmesi 6nem arz etmektedir (ARDA ve ark., 2002). Bununla birlikte, hastalik ¢ikan
bolgelerde etkeni almamig hayvanlar da dahil olmak tizere tiim kanatlilarin toplu olarak imha
edilmesi, son zamanlarda etik olarak sorgulanmaya baglamis ve halihazirda uygulanan kontrol
programlarinin diizenlenmesini gerekli kilmistir. Bu duruma 6rnek olarak, 1997 yilinda Hong
Kong’da yasanan ve 6 kisinin 6liimiine de neden olan HPAI patotipindeki HSN1 salginindan
sonra, Hong Kong’daki tiim evcil kanathilarin imha edilmesi gosterilebilir (WEBSTER ve
ark., 2006). Bu noktadan hareketle, Al tip A viriislerinin evcil kanatli hayvanlarin yasam
alanlaria gerekli biyogiivenlik 6nlemleri alinarak hi¢ bulastirilmamasinin, en 6nemli koruma
yontemi oldugu bildirilmektedir (THOMAS ve ark., 2005; DE BENEDICTIS ve ark., 2007).
Hastalik c¢ikan bir bolgede genel idari ve lokal hijyenik onlemlerin birlikte uygulanmasi

gerekmektedir. Etken giyeceklere, yumurta viyollerine, arag-gereglere ve nakil araglarina
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bulasabilmektedir. Bu nedenle, hastalik ¢ikan kiiclik bir aile isletmesinde veya biiyiik bir
entegrede ortamin ve her tiirli esyanin kontamine oldugu disiiniilmelidir. Bu durumda
isletmedeki tiim ylizeyler ve onemli esyalar iyice temizlenip, sonra etkili kimyasallarla
dezenfekte edilmelidir. Baz1 malzemeler ise temizlenip, dezenfektanlarla muamele edildikten
sonra isletmeden uzaklastirilarak imha edilmelidir. Olii, infekte ve tasiyici hayvanlar ile o
bolgede bulunan tiim kanatlilar CO ve CO; gaz1 ile 6tanize edilmelidir (ARDA ve ark., 2002;
VAN DEN BERG ve HOUDART, 2008). CO ve CO; gazlar1 Belgika’da 2003 yilinda, HPAI
patotipindeki H7N7 alt tipinin neden oldugu epidemide kullanilmistir (VAN DEN BERG ve
HOUDART, 2008). Dezenfeksiyon amaciyla formalin ve iyot bilesikleri basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (SANLIDAG ve ark., 2006).

Al virlis infeksiyonlarina karsi korunmada, en ekonomik yolun asilama oldugu
bildirilmektedir (FASINA ve ark., 2007). Korunma, hem humoral hem de hiicresel bagisiklik
mekanizmalarinin birlikte c¢aligmasiyla saglanmaktadir. Etkenin H, N, M2, M1 ve NP
proteinlerine karst nétralizan antikorlar olugsmakla birlikte, korunmada esas rolii H ve N
molekiillerine spesifik antikorlar iistlenmektedir. Korunmada en etkili yolun inaktif asilarla
asilama oldugunu ve 6zellikle HPAI patotipindeki viriis infeksiyonlarina kars1 etkili bir as1
gelistirmenin oncelik arz ettigi bildirilmektedir (HAMPSON, 2006; SZECSI ve ark., 2006).
Diger yandan hastalig1 gegiren hayvanlar uzun bir siire bagisik kalmakta ve ayni viriis alt tipi
ile re-infeksiyona kars1 direngli olmaktadir (ARDA ve ark., 2002).

Al tip A viriislerine kars1 gelisen humoral immun yanitin giicii hayvanin tiiriine bagl
olarak degigmekle birlikte, tavuklarin diger evcil kanath tiirlerinden daha gii¢lii bir immun
yanit olusturduklari bildirilmektedir (BRUGH ve ark., 1979; TOLLIS ve DI TRANI, 2002).
Yapilan deneysel calismalarda, alt tipler arasindaki ¢apraz korumadan daha cok, her alt tipin
homologu olan izolata karsi epriivasyonda koruyucu diizeyde bir bagisikligin gelistigi
(STONE, 1987; BARUN ve ark., 1988; TOLLIS ve DI TRANI, 2002), diger alt tiplere kars1
ise koruyuculugu olmayan humoral bir yanitin olustugu bildirilmistir (KIDA ve ark., 1980).
Bu durum, as1 gelistirme calismalarinda dikkate alinmasi gereken ciddi bir ayrinti olarak
giiniimiizde de 6nemini korumaktadir (TOLLIS ve DI TRANI, 2002).

Influenza A viriislerine kars: gelisen hiicresel bagisiklikla ilgili yeterli sayida ¢alisma
bulunmamaktadir. Farelerde yapilan deneysel ¢alismalarda hem H hem de N molekiillerinin
hiicresel immun yanit1 uyardiklar1 bildirilmistir. Efektor hiicre olarak sitotoksik T
lenfositlerinin gorev aldig: hiicresel korunmada, LPAI viriislerinin yayilmalarinin basarili bir

sekilde engellendigi bildirilmekle birlikte, ayn1 durumun HPAI virlisleri i¢in gegerli
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olmadigina dikkat cekilmistir (TOLLIS ve DI TRANI, 2002). Soe ve Webster (2001),
humoral bagisikliktan farkli olarak, alt tipler arasinda hiicresel bagisiklik mekanizmasiyla
gerceklesen bir ¢apraz korumanin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, HON2 alt tipiyle
tavuklarda yaptiklar1 deneysel ¢alismada, epriivasyondan sonra hayvanlarda H5N1 alt tipinin
olusturdugu klinik semptomlara benzer semptomlarin olusmadigi, ancak hayvanlarin
digkilariyla viriis sagmaya devam ettiklerini bildirmislerdir.

Al tip A virlis infeksiyonlarindan korunmada en etkili yolun asilama oldugu
bildirilmekle birlikte (SZECSI ve ark., 2006), ast ile korumanin en onemli dezavantajlari
arasinda, alt tipler arasinda yeterli diizeyde ¢apraz korumanin olmamasi ve hastaligin indirekt
tanis1 bakimindan dogal infekte ve asili hayvanlarin aymrimlarinin yapilamamasi sayilabilir
(TOLLIS ve DI TRANI, 2002; CAPUA ve ALEXANDER 2004; CAPUA ve ALEXANDER,
2007; PERELMAN, 2009). Asilamanin gerekli olmadigin1 diisiinen bazi arastiricilar farklh
gerekceler ileri siirmektedir. Ornegin; HPAI patotipindeki bir alt tipe kars1 asilanan tavuklara
canli bir infliilenza viriisii bulastiginda, hayvanin viicudunda suslar arasinda gerceklesecek
genetik madde transferiyle varyant suslar olusacak ve bunlar da digki ile etrafa
yayilabilecektir. Bu durum, genis bolgelerde as1 uygulamayi siirlandiran olumsuzluklarin
basinda gelmektedir. Buna ragmen giiniimiizde daha ¢ok tavuk ve hindiler basta olmak {izere,
kanatli hayvanlar Al tip A viriis infeksiyonlarina karst hem LPAI hem de HPAI patotipinde
H5 ve H7 infeksiyonlarina karsi agilanmaktadir. ABD’de 1970’1i yillardan itibaren HS ve H7
alt tipleri hari¢, LPAI virlis infeksiyonlarina karsi inaktif asi uygulamasi yapilmaktadir
(TOLLIS ve DI TRANI, 2002). inaktif asilar daha ¢ok etkenlerin embriyolu yumurtalarda
uiretilip, formol veya propiolakton ile inaktive edildikten sonra uygun bir adjuvantla kombine
edilmesiyle hazirlanmaktadir (BRUGH ve ark., 1979; TOLLIS ve DI TRANI, 2002).
Ichinohe ve ark. (2006) Al tip A viriis infeksiyonlarina karsi yeni bir adjuvant (surf clam
microplates) ile kombine edilen HINI1 ile H3N1 suslarmi kullanarak farelerde deneysel bir
calisma yapmisglardir. Asinin farelere intranasal olarak uygulandig1 bu ¢alismada arastiricilar;
s0z konusu adjuvantla kombine ederek uyguladiklar1 bu asinin sonug¢ olarak koruyucu
diizeyde immun yanit olusturdugunu bildirmislerdir.

Ozellikle hindilere uygulanan inaktif HON2 ve H6N2 asilarindan basarili sonuglar
alindig1 bildirilmistir. Giiniimiizde inaktif tiim hiicre HON2 ve HON2 asilar1 Italya’da lisans
almis asilar olup, sahada uygulanmaktadir. Yine italya’da HPAI patotipindeki H7N3 alt
tipinden hazirlanan inaktif bagka bir as1 LPAI patotipindeki H7N1 alt tipine kars1 basariyla

kullanilmaktadir. Bu tilkede uygulanan diger bir asilama programinda ise ilk kez marker as1
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kullanilarak, dogal infekte ve asili hayvanlarin ayrimlarinin yapilabilmesi amaglanmigtir
(TOLLIS ve DI TRANI, 2002). Meksika’da 1998 yilindan itibaren H5 hemagliitini igeren
rekombinant ¢icek asis1 LPAI patotipindeki HSN2’ye kars1 kullanilmaktadir (CAPUA ve ark.,
2000b). HPAI patotipindeki H5N2 alt tipinden hazirlanan inaktif tlim hiicre asis1 yine
Meksika’da (GARCIA ve ark., 1998), aynm1 ozellikteki H7N3 asis1 ise Pakistan’da (TOLLIS
ve DI TRANI, 2002) yogun olarak kullanilmaktadir.

Avrupa Birligi Ulkelerinde as1 programi, 1999- 2000 yillarinda Italya’da 6nce LPAI,
sonra HPAI ve sonra tekrar LPAI viriis infeksiyonlarinin yaganmasindan sonra uygulanmaya
baslamistir. Uygulanan as1 programinda, infeksiyonun goriildiigi bolgelerdeki hasta ve
hastaliktan siiphelenilen hayvanlar elden ¢ikarildiktan sonra, 6zellikle hayvan yogunlugu fazla
olan ciftliklerdeki 6 milyon adet kanatli agilanmistir (TOLLIS ve DI TRANI, 2002).

Cin’de H5N1 susundan hazirlanan ve tavuklara tek doz olarak uygulanan inaktif bir
asinin 10 aydan fazla koruma sagladigi, ayni asinin 6rdek ve kazlar i¢in de immunojenik
oldugu ifade edilmistir. Diger yandan, rekombinant bagka bir aginin ise tavuklari, HSN1 ile
yapilan epriivasyona kars1 40 haftadan fazla korudugu rapor edilmistir (QIAO ve ark., 2006).

Al tip A viriis infeksiyonlarindan korunmada deneysel olarak uygulanan ilk niikleik
asit agilarindan biri, Fyan ve ark. (1993) tarafindan gelistirilen ve H7 geninin klonlanmasiyla
elde edilen asidir. Asinin H7 alt tipi ile yapilan epriivasyon denemelerinde basarili sonuglar
verdigi bildirilmistir. HS ve H7 ile yapilan baska bir DNA asis1 gelistirme ¢alismasinda,
asinin HPAI patotipindeki H5 ve H7 suslarma karsi giiclii bir koruma sagladigi ifade
edilmistir (KODIHALLI ve ark., 2000). Farelerde yapilan baska bir as1 gelistirme
caligmasinda ise viriisiin kimyasal yapis1 taklit edilerek hazirlanan rekombinant aginin H, N
ve M2 proteinlerini notralize eden antikor sentezini uyararak, farelerde yeteri diizeyde koruma
sagladig1 bildirilmistir (SZECSI ve ark., 2006).

Ulkemizin sulak alanlarini énemli go¢ rotalari {izerinde bulunmasi ve bu alanlarm bir
kus cenneti haline gelmeleri bio-gesitlilik agisindan 6nemli bir avantajdir. Ancak avian
influenza gibi infeksiyonlar agisindan bakildiginda, bir o kadar da dezavantajdir. Yabani
kuslar, evcil kanatlhlara gore bircok hastalifa karsi daha dayamkhidirlar. Ozellikle gogmen
yabani kuslar, tasidiklar1 hastalik etkenlerini gittikleri yerlerdeki tiim kanathlara
bulastirabilmektedirler. Risk, go¢ giizergahi tizerinde bulunan sulak alanlarda ve yakin
cevrelerinde daha fazladir. Bu nedenle, Tiirkiye nin toplam sulak alanlarinin 1/5 gibi biiyiik
bir kismia sahip olan Van Golii Havzasi, risk orani en yiiksek noktalardan birisidir. 2005

yilinda ortaya ¢ikan Al tip A virlis infeksiyonunda, go¢men kuslarin risk haritast ile
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kuzeydogu-giiney go¢ rotasi ¢akismaktadir. Bu durum, sadece giiniimiiz i¢in degil, gelecekte
de benzer vakalarin tekrar ortaya ¢ikabilecegi anlamina gelmektedir (BOYNUKARA ve ark.,
2007; BOYNUKARA ve ark., 2008). Van Golii Havzasi; bir¢ok kanatli hayvan tiirii i¢in ya
siirekli olarak kullanilan bir yasam alani, ya da gogmen kus tiirlerinin bazilarinda oldugu gibi
yilin belli mevsimlerinde gecici olarak tercih edilen bir bolge veya yine bazi gogmen kuslar
icin transit gecis noktasi olarak dikkati ¢cekmektedir. Gogmen su kuslarinin Van Goli
Havzasinda yilin belli mevsimlerinde barmiyor olmalari, yoredeki yerli kanatli tiirlerine
etkenin bulasma riskini ciddi 6l¢lide artirmaktadir (ADIZEL ve ark., 2008). Ciinkii gogmen
kuslar, seyirleri siiresince beslenmek i¢in durakladiklar1 alanlarda, ugus siiresine gore ¢ok
daha fazla zaman gegirmektedirler (ADIZEL, 1998; OLSEN ve ark., 2006).

Tiirkiye’de ilk Al tip A viriis salgin1 2005 yilinda Balikesir’de yasanmistir (ONCUL
ve ark., 2006). Infeksiyon, toplam 1800 hayvandan olusan bir hindi siiriisiinde baslamis ve
hayvanlardan 1700’14 (%94.4) Olmiistiir. Yapilan c¢alismalarda etkenin H5NI1 oldugu
saptanmustir. Ulkemizdeki ikinci salgin Aralik 2005-Ocak 2006 tarihleri arasinda Igdir ilinde
goriilmiistiir. Bu salgina da H5N1 izolatmin neden oldugu belirlenmistir. ikinci salgindan
sonra toplam 2246954 adet Al viriis infeksiyonuna duyarli olan hayvan imha edilmistir.
Ulkemizde Al tip A viriisleriyle ilgili olarak 6zellikle gogmen kuslar basta olmak iizere; yerli,
transit goger ve kig ziyaretgisi olan kanath tiirlerinde yeterli sayida ¢alisma yapilmamustir.
Tiirkiye’de 1989-2004 yillar1 arasinda yapilan 8 farkli bagimsiz ¢alismada, 7330 adet ¢esitli
kanath tiirlerine ait (tavuk, giivercin, hindi, 6rdek ve kafes kuslar1) materyaller (i¢ organ ve
kloakal svap) kullanilarak virolojik, 26945 serum incelenmis ve serolojik olarak Al tip A
viriislerinin varlig1 ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Incelen materyallerin hig birinde, Al tip A
viriisleri yoniinden pozitiflik saptanmadigi bildirilmistir (COVEN, 2006).

Al tip A viriislerinin evcil kanatli hayvanlardan insanlara bulasarak, gelecekte
yasanacak muhtemel pandemiler hakkinda bir fikir vermesi bakimindan, tilkemizde 2005 yil
sonu ile 2006 y1l1 baglarinda yasanan ikinci salgin tipik bir 6rnek olarak degerlendirilmelidir.
Salgmimn devam ettigi yaklasik 1 aylik siirecte 625 kisi Yiiziincii Y1l Universitesi, Tip
Fakiiltesine kus gribi siiphesiyle bagvurmustur. Bu insanlardan 131°i influenza A viriisleri
tarafindan infekte oldugu disiiniilen kanatli hayvanlarla temas ettiklerini bildirmislerdir.
Toplam 159 kisi ise potansiyel infekte kanatli hayvanlarla temas etmis ve kendilerinde de
klinik bulgular saptanan hastalardir. Bu hastalardan 290’1 Al viriis infeksiyonu yoniinden
laboratuvar analizine alinmistir. Teshise yonelik olarak hastalardan alinan 6rnekler ELISA,

RT-PCR ve influenza hizli test kiti ile analiz edilmistir. Hastalarin tamam1 ELISA ve hizli test
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kiti ile negatif bulunurken, 10’u RT-PCR ile pozitif bulunmustur. Bunlardan 8’inde ise HSN1
alt tipi saptanmis ve bu izolat WHO tarafindan dogrulanmistir. HSN1 alt tipi izole edilen
insanlarin 6len ya da hasta olan kanatli hayvanlarla direkt temas ettikleri ve bu hastalardan
4’linlin Al tip A viriis infeksiyonu nedeniyle oldiikleri bildirilmistir (ONER ve ark., 2006).

Tiirkiye, son yillarda diinya kanatli endiistrisinin 6nemli bir aktorii haline gelmistir.
Avrupa Birligine giris miizakerelerinin yiiriitiildigii bu donemde, tarim ve hayvancilik
kapsaminda birlige entegrasyon konusunda en hazirlikli olan boliimiin kanath sektorii oldugu
bilinen bir gercektir. Kanatli hayvan iiriinlerimiz Avrupa Birligi Ulkeleri dahil, bir ¢ok iilkeye
ihra¢ edilmektedir ve iilkemizde yasanacak Al viriis salginindan iilke ekonomisinin ciddi
derecede olumsuz etkilenecegi kesindir. Gogmen kuslarin Al tip A virlislerinin en 6nemli
tasiyicist olmasi ve Tiirkiye’nin de onemli go¢ yollart {izerinde bulunuyor olmasi birlikte
degerlendirildiginde, {lilkemizin bu virlislerin neden oldugu infeksiyonlar bakimindan biiyiik
bir risk altinda oldugu goriilmektedir. Tiirkiye; azalan su kaynaklar1 ve kiiresel 1sinma gibi
giderek degisen ekolojik faktorlere bagli olarak, Asya orijinli go¢men kuslarin da tercih
ettikleri gog rotasi lizerinde bulunmaktadir. Bu konuda, 6zellikle Anseriformes (6rdek, kaz ve
kugu gibi) ve Charadriiformes (marti ve denizkirlangici gibi) takimlarindaki kuslarin
kitalararasi ucabilme yeteneklerinin de géz oniinde bulundurulmasi yararli olacaktir. Her yil
500000’den fazla gogmen kus bu gog yollarini kullanmaktadir. Gliniimiizde HS ve N9 gibi alt
tiplerin Asya Kitasindaki bazi iilkelerde endemik oldugu dikkate alindiginda, iilkemiz igin
infeksiyon riskinin ne kadar yiiksek oldugu daha iyi anlasilmaktadir. Al tip A viriis
infeksiyonlar1 bakimindan bu derece risk altinda olan {ilkemizde, viriisiin prevalansi ile ilgili
higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Kimi Asya Ulkeleri ve Japonya’da prevalansla ilgili énemli
veriler mevcut olup (WEBSTER ve ark., 1992; NGUYEN ve ark., 2005; OLSEN ve ark.,
2006), herhangi bir salgin aninda kisa siirede teshis, alt tipin saptanmasi ve en 6nemlisi de
korumaya yonelik tedbirlerin alinmasi ¢cok daha etkili bir sekilde yapilabilecektir.

Al tip A viriis infeksiyonlariyla 1lgili olarak gerek hasta gerekse tasiyict hayvanlardan
izole edilen suslarin 6zelliklerinin bilinmesi (izolatin alt tipi ve insidensi gibi), hastalikla
miicadele bakimindan bélgesel, ulusal ve uluslararas1 diizeyde dnem arz etmektedir. Etkenin
tasinmasinda hangi kanatli tiirlerinin daha o6nemli roller istlendiklerinin belirlenmesi,
gelecekte hazirlanacak asi suslarinin se¢imine yardimci olacaktir.

Influenza viriis infeksiyonlariyla miicadele bakimimndan tiim diinyada, WHO’ya bagh 4
merkez referans laboratuvar (Londra, Atlanta, Melbourne ve Tokyo), 110 ulusal referans

laboratuvar ve bazi lokal referans laboratuvarlar gorev yapmaktadir. Bu laboratuvarlarin
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calisma alanlari sirkulasyon halindeki influenza viriislerinin tespiti, hastaligin epidemiyolojisi,
suslarin ilag direngliliginin saptanmasi ve teshise yardimci olacak laboratuvar tekniklerinin
gelistirilmesi seklinde 6zetlenebilir (PLAYFORD ve DWYER, 2002).

1.1.Van Gélii Havzasimin ornitofaunistik acidan degerlendirilmesi: insan ve diger
primatlar son 2 milyon yildan beri diinya sahnesinde yer almasina ragmen, kuslar
giinimiizden yaklasik 180 milyon yil 6nce Jura Donemi’nde ortaya ¢ikmiglardir. Memeli
(Mamalia) ve kus (Aves) siniflarinda yer alan canlilar, sicakkanli, bunlarin disindaki siniflarin
tamami sogukkanli canlilardir. Bu nedenle kuslar, yilin her mevsiminde c¢evremizde
goriilmektedir (DEMIRSOY, 1991; KURU, 1994; KiZIROGLU, 2001). Kuslar, insanogluna
cesitli sekillerde zarar veren, bocek, kemirgen ve siirlingen gibi hayvanlarin populasyonlarini
kontrol altinda tutarak yardimci olmaktadirlar. Ayrica; insanoglu i¢in besin, eglence, nese,
huzur ve giiciin semboliidiirler.

Yapilan arastirmalar, ornitolojik verilerin hizla degistigini gostermektedir. The
International Union for Conservation of Nature’nin (IUCN ) 2007 yilinda hazirlamis oldugu
raporda, 42000 omurgali hayvan tiirinden 9817’sinin kus tiiri oldugu bildirilmektedir
(ANONIM, 2006a; ANONIM, 2007b; ANONIM 2007c¢). Tiirkiye’nin sahip oldugu kus tiirii
sayist ise 437 dir. Bu rakam, rastlantisal ve tartismali (yeterince kaydi olmayan) tiirler ile
birlikte 502’yi bulmaktadir (KIZIROGLU, 2008). Son yillarda Van Gélii Havzasinm
barindirdigi kus tiri sayist 213°e¢ ylikselmistir. Havzadaki ornitolojik arastirmalar
yayginlagtik¢a bu saymnin 300’lere kadar artabilecegi ongoriilmektedir (ADIZEL, 1993;
AKYIDIZ, 2004; DURMUS ve ADIZEL, 2007).

Avrupa kitasinin tamaminda 500 kadar kus tiirliniin yasadigi diisiiniiliirse; gerek
ilkemizin ve gerekse Van Golii Havzasinin kus varligi bakimindan zenginligi belirgin bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Ustelik bu bio-gesitlilik zenginligi sadece kuslarla sinirlt olmayip,
birgok canli gurubunda da kendisini gdstermektedir. Tirkiye’deki bu biyolojik ¢esitliligin
nedeni tesadiifi degildir. Tiirkiye’nin paleocografyasi, ge¢irdigi buzul donemleri, yiizey
sekilleri, iklim cesitliligi, sulak alanlari, konumu ve daha bir¢ok neden bu topraklar1 yaban
canllar1 igin cazibe merkezi haline getirmistir. Ornegin, tiim diinyada bilinen 37 flora
bolgesinin ii¢ tanesinin iilkemiz sinirlarinda yer almasi sik rastlanan bir durum degildir
(KILIC ve EKEN, 2004).

Tiirkiye’de miithis bir biyom g¢esitliligi mevcuttur. Yiksek daglarin tepesindeki
buzullarin yeraldig1 tundra biyomundan baslayarak zayif caliliklarin oldugu taiga, igne

yapraklilarin yer aldig1 hylea ve asag1 gidildikge stepler, bozkirlar hatta ¢61 biyomlar: tilkemiz
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topraklarinda mevcuttur. Birgok alanda olusmus olan mikroklimatik faktorler endemik canli
tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (DURMUS, 2008).

Insanlik tarihi incelendiginde ilk yerlesimlerin sulak alanlarin etrafinda yogunlastigi
sekillerde sulak alanlardan

ve devam ettigi bilgisi ortaya ¢ikar. Insanoglu cesitli

faydalanmaktadir. Giiniimiizde yeryiiziiniin %4-6 kadar1 su kuslarmin yasadigi sulak
alanlardir. Bu habitatalar 7-9 milyon km? kadardirlar. Antartika hari¢ her yere dagilmislardir.
Yogunluk tropiklerden kutuplara dogru azalir (ANONIM, 2007a).

Su kuslar ile yasadiklar1 sulak alanlar arasinda siki bir iligski vardir. En son arastirma
sonuglarina gore; Tiirkiye 300 farkli noktadaki, yaklasik 2000000 hektar (ha) sulak alani ile
diinyanin bu konudaki sayili iilkelerinden birisidir. Bu alanlardan 135’1 uluslararas1 énemde
olup, 12°si Ramsar S6zlesmesi kapsamindadir. Tiirkiye’nin sahip oldugu sulak alanlar, biitiin
Avrupa ve Ortadogu’dan daha fazladir. Tiirkiye’de bulunan toplam sulak alanlarin yaklagik
1/5’ni kapsayan Van Go6lii Havzasi, 418560 ha’dan daha fazla sulak alana sahiptir (ADIZEL

ve DURMUS, 2007; ANONIM, 2007a; ANONIM, 2007d;) (Sekil 1).
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Sekil 1: Tirkiye’nin 6nemli sulak alanlari (www.cevreorman.gov.tr, Erisim Tarihi: 25 Ekim
2008).

Sulak alanlar, gé¢men kuslarin gd¢ yollarinin olusmasinda en O6nemli faktorler

arasindadir. Bu havzada bulunan sulak alanlar: Van Goli 390000 ha, Er¢ek Golii 9520 ha,
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Sodali Goli 1500 ha ve Nemrut Goli 4500 ha olarak siralanmaktadir (ADIZEL ve
DURMUS, 2007; ANONIM, 2007a; ANONIM, 2007d).

1.2. Van Golii Havzasinin go¢ yollarina yakinhgi: Basta iklim ve beslenme sorunlari olmak
tizere bircok nedenden dolayi, kuslarin bazi tiirleri her yil diizenli olarak go¢ ederler.

Cogunlukla go¢ yontii ilkbaharda kuzeye, sonbaharda ise giineye dogrudur (Sekil 2).
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Sekil 2: Ilkbahar (sol) ve sonbahar mevsimlerinde kus go¢  yollar
(http://bornova.vet.gov.tr/surveylanscalisma[1].pdf; Erisim tarihi: 27 Ocak
2009)

Tirkiye, cografik olarak Bat1 Palearktik Bolge’de yer almaktadir. Bu bolgede bulunan
dort 6nemli kus gé¢ yolunun ikisi Anadolu topraklar iizerinden gegmektedir. Biri kuzeydogu-
gliney gog¢ rotast (Coruh Vadisi) ve digeri ise Kuzeybati-giiney go¢ rotast (Bogazigi) olarak
adlandirilmigtir. Ana gog yollar1 yaninda daha kiigiik ve tali bircok giizergah da mevcuttur.
Bolgedeki gocmen kus tiirleri genel olarak Asya, Avrupa ve Afrika kitalar1 arasinda hareket

etmektedirler (Sekil 3).

Birgok kus tiirii bu go¢ rotasini takip ederek Dogu Karadeniz Bolgesi’nden Tiirkiye’ye
girmekte, Coruh Nehri lizerinden gecerek Dogu Anadolu’ya yayilmaktadir. Bazilar1 Van Goli
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ve Yiksekova istikametinde, bazi gruplar ise Kahramanmaras ve Antakya yoniinde

giineybatiya yonelmektedir (ANONIM, 1995; ANONIM, 1997).

Kus gribinin risk haritasi

Sekil 3: Tiirkiye tavuk vebasi risk haritasi(www.ankara.edu.tr, Erisim Tarihi: 25 Ekim 2008).

Van Golii Havzasi da ayni gog sistemi igerisinde kuzeydogu-giiney gog rotasi lizerinde

bulunmaktadir (Sekil 4).

F Ahlat Sazliklari
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Sekil 4: Van Goli Havzast kus gog yollart haritasi (NASA-GSFC’den alinmistir. Gog yollar

ise bu ¢alisma kapsaminda tarafimizdan ¢izilmistir).
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1.3. Van Golii Havzasinin Kuslarm tasidigi hastaliklar bakimindan degerlendirilmesi:
Kuslar go¢ ederken birgok bitki tohumunu yaydiklar1 gibi, ¢ok sayida hastalik etkenini de
gittikleri yeni yerlere tasirlar. Yazili kaynaklar incelendiginde, kuslarla tasinan hastaliklarin
ortaya ¢iktigi kesimler ile sulak alanlarin ve gog¢ yollarmin Onemli oranda Ortiistigl

goriilecektir.

Bu durumda, yeryliziindeki herhangi bir sulak alanda kuslarin yogunlagsmasi, ayni
zamanda orada kuslarla tasiman hastalik riskinin artmasi olarak algilanmalidir. Sulak alan ve
kus zengini olan Tirkiye, bu agidan degerlendirilince, 6nemli risk noktalarina sahiptir. Van
Golu Havzasi da Tiirkiye’deki risk noktalarini en fazla barindiran havzalarindan birisi olarak
one ¢ikmaktadir.

Anadolu hem zengin habitat cesitliligine sahiptir, hem de go¢ yollar1 iizerinde
bulunmaktadir. Bu durum Tiirkiye’yi kuslar acisindan cazip hale getirdigi gibi, kuslarla
tasinan hastaliklar agisindan da 6nemli kilmaktadir. Bu nedenle; gerek Tiirkiye’de, gerekse
Van Golii Havzasinda risk noktalariin ve derecelerinin belirlenmesi alinacak tedbirleri ortaya
koymak agisindan son derece onemlidir.

Bu tip hastaliklar genelde belli sezonlarda yogun olarak goriilmektedir. Hastalik ile
go¢c donemi arasindaki iligski disiiniiliince, risk noktasinin belirlenmesi yaninda risk
doneminin de Onemi ortaya ¢ikmaktadir. Van Golii Havzasindaki kus tiirlerinin, %43.2’si
gocmen, %37.8’1 yerli, %12.1°1 kis ziyaret¢isi Ve %6.1°1 transit gocerdir. Go¢ zamanlarinin
bilinmesi dnceden hazirlikli olma bakimindan son derece dnemlidir.

Tiirkiye’ye gelen kuslarin hangi rotay: izledikleri, gectikleri noktalarda hastaliklarin
olup olmamasi da 6nem arz etmektedir. Dolayisi ile riskin yonii de bilinmelidir. Erken 6nlem
almak ve hazirlikli olmak i¢in diger 6nemli bir faktor de infekte tiirlerin dnceden bilinmesidir.
Kisaca; neyin, nereden ve ne zaman gelecegini 6nceden bilmek hazirlikli olmaya 6nemli
katkilar saglayacaktir. Bu sorularin cevaplanabilmesi icin siireklilik gerektiren bilimsel
calismalara ivedilikle ihtiya¢ duyulmaktadir (OGUN ve BOYNUKARA, 1999; ADIZEL ve
ark., 2008; OGUN ve ark., 2008).

1.4. Van Golii Havzasinin barindirdig kus tiirleri, statiileri ve go¢ donemleri: Belli bir

alanda gbzlenen kuslar bes statiide degerlendirilmektedirler. Bunlar;

1.4.1. Yerli tiirler: Bu kus tirleri yilin her mevsiminde ayni bolgededirler. Cevre

kosullarinda 6nemli bir sorun olmadikca genellikle baska bir yere gitmezler.
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1.4.2. Kis ziyaretgisi tiirler: Bu kuslar sonbahar ile birlikte daha kuzeyden gelip, ilkbaharla
birlikte tekrar kuzeye giderler.

1.4.3. Gogmen tiirler: ilkbahar gogleri ile gelip, kuluckaya yatan ve sonbaharda yavrulari ile

birlikte giineye gb¢ eden tiirlerdir.

1.4.4. Transit gocer tiirler: iki uzak nokta arasinda yapilan goglerde, daha ¢ok dinlenme ve

beslenme amagli kisa siireli konaklayan tiirlerdir.

1.4.5 Rastlantisal tiir: Alanda ¢ok ender goriilebilen tiirlerdir (KIZIROGLU, 1989;
KIiZIROGLU, 2008), (Tablo 2).

Havzada ilkbahar gogleri genellikle subat sonu—mart basi gibi baslamakta, nisan
ortasina kadar siirmektedir. Sonbahar gogleri ise daha ¢ok ekim baslarinda baslayip, ay

sonuna dogru bitmektedir. Transit gocer tiirler de ayn1 dénemlerde havzadan gegmektedirler.

Tablo 2: Van Golii Havzasinda gézlenen kus tiirleri (KIZIROGLU, 1989; KiZIROGLU,

2008).
SAYl |KUS FAMILYASI/TURU | TURKCE ADI | STATUSU
1. GAVIIDAE
1. Gavia stellata Kizilgerdan dalgig Kz
2. Gavia arctica Karagerdan dalgi¢ Y
2. PODICIPEDIDAE
3. Podiceps cristatus Tepeli batagan Y
4, Podiceps grisegenea Kirmizi boyun batagan G
5. Podiceps auritus Kulakli batagan Kz
6. Podiceps nigricollis Karaboyun batagan Y
7. Tachybaptus ruficollis Bahri (Kiigiik batagan) Y
3. PHALACROCORACIDAE
8. Phalacrocorax carbo | Karabatak RT
4. ARDEIDAE
9. Ardea cinerea Gri balikgil Y
10. Ardea purpurea Erguvani balikeil G
11. Egretta alba Biiyiik akbalikeil G
12. Egretta garzetta Kiigtik akbalikeil G
13. Ardeolla ralloides Alaca balike1l G
14, Bubulcus ibis Okiiz balik¢ili G
15. Nycticorax nycticorax Gece balik¢ili G
16. Ixobrycus minutus Ciice balaban G
17. Botaurus stellaris Balaban G
5. CICONIIDAE
18. Ciconia ciconia | Akleylek G
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6. PHOENICOPTERIDAE

19. Phoenicopterus ruber Flamingo T
7. ANATIDAE

20. Cygnus cygnus” Otiicii kugu* Kz
21. Anser anser Boz kaz Kz
22. Anser albifrons Akalinli bityiik sakarca kazi Kz
23. Tadorna tadorna Suna Y
24, Tadorna ferruginea Angit Y
25. Anas platyrhynchos Yesilbag ordek Y
26. Anas crecca Camurcun KZ
27. Anas strepera Boz 6rdek T
28. Anas acuta Kilkuyruk Y
29. Anas querquedula Cikrikgin G
30. Anas penelope Fiyu Kz
3L Anas cylpeata Kasikgaga Kz
32. Marmaronetta anguirostris * Dargaga G
33. Netta rufina Macar 6rdegi G
34. Aythya ferina Elmabas pakta KZ+G
35. Aythya fuligula Tepeli patka KZ
36. Aythya nyroca* Akgoz* G
37. Oxyura leucocephala* Dikkuyruk* G
8. ACCIPITERIDAE

38. Milvus migrans Karagaylak T
39. Heliaeetus leucoryphus Akband kuyruklu kartal Y
40. Heliaeetus albicilla Akkuyruk Y
41. Accipiter nisus Atmaca Y
42, Accipiter gentilis Cakir kusu Y
43. Circus aeruginosus Saz delicesi Y
44, Circus pygarcus Cayir dogani T
45, Circus cyaneus Mavi dogan, Gok dogan Kz
46. Buteo rufinus Kizil sahin Y
47, Buteo buteo Sahin Y
48. Neophron percnopterus Beyaz akbaba G
49, Gyps fulvus Kizil akbaba Y
50. Circaetus gallicus * Yilan kartal1 * G
51. Aquila clanga™ Biiyiik bagirgan kartal* T
52. Aquila chrysaetos Kaya kartali Y
53. Aquila heliaca* Sah kartal* Y
54, Aquila rapax* Bozkir kartalr* KZ
55. Hieraetus pennatus Kiiciik kartal T
9. PANDIONIDAE

56. Pandion heliaetus* Balikkartali* G
10. FALCONIDAE

57. Falco tinnunculus Kerkenez Y
58. Falco subbuteo Delice dogan G
59. Falco biarmicus Biyikli dogan T
60. Falco naumanni* Kizil kerkenez* G
61. Falco cherrug* Uludogan* Kz
62. Accipiter nisus Dogu atmacasi Y
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63. Accipiter gentilis | Cakir kusu Y
11. PHASIANIDAE

64. Alectoris chukar Kinali keklik Y
65. Perdix perdix Cil keklik Y
66. Coturnix coturnix Bildircin G
12. RALLIDAE

67. Rallus aquaticus Su yelvesi Y
68. Gallinula chloropus Yesil ayak su tavugu Y
69. Fulica atra Sakarmeke Y
13. GRUIDAE

70. | Grus grus* | Turna* G
14. OTIDIDAE

71. | Ofis tarda* | Biiyiik toy kusu* G
15. HAEMATOPODIDAE

72. | Haematopus ostralegus | Deniz saksagant G
16. RECURVIROSTRIDAE

73. Himantopus himantopus Uzunbacak G
74. Recurvirostra avosetta Kiliggaga G
17. BURHINIDAE

75. Burhinus oedicnemus | Kocagdz G
18. CHARADRIIDAE

76. Vanellus vanellus Kizkusu G
77. Charadrius leschnaultii €6l yagmurcunu G
78. Charadrius dubius Kolyeli kiigiik yagmurcun G
19. SCOLOPACIDAE

79. Arenaria interpres Tas ¢eviren T
80. Calidris minuta Kiigiik kumkusu G
81. Calidris temminckii Saribacak kumkusu G
82. Calidris alpina Karakarin kumkusu T
83. Tringa totanus Kizilbacak G
84. Tringa erythropus Pas renkli kizilbacak T
85. Actitis (T.) hypoleucos Akkarm yesilbacak G
86. Tringa stagnatilis Bataklik kizilbacag (diidiik¢iinii) T
87. Tringa ochropus Akkuyruk (Yesil) diidiik¢iin T
88. Tringa glareola Orman kizilbacagi T
89. Tringa nebularia Yesilbacak T
90. Philomachus pugnax Dogiisken kus T
91. Limosa limosa Karakuyruk sugullugu T
92. Limosa lapponica Cizgili kuyruklu ¢ulluk T
93. Scolopax rusticola Culluk KZ
94. Gallinago media Biiyiik bataklik ¢ullugu Kz
95. Gallinago gallinago Sugullugu T
20. BURHINIDAE

96. | Burhinus oedicnemus | Kocagdz G
21. GLAREOLIDAE

97. | Glareola pratincola | Kizilbacak bataklik kirlangici G
22. STERCORARIIDAE

98. Stercorarius skua Biiyiik korsanmarti G
99. Stercorarius parasiticus Yirtict marti Kz
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23. LARIDAE

100. Larus minutus Ciice mart1 T
101. Larus ridibundus Karabas (Gtilen) mart1 Y
102. Larus genei Incegaga mart1 T
103. Larus fuscus Karasirtli mart: T
104. Larus canus Kiiciik giimiisi mart1 KZ
105. Larus michahellis Van martisi Y
24. STERNIDAE

106. Chlidonias leucopterus Akkanat sumru G
107. Chlidonias niger Kara sumru T
108. Hydroprogne caspia Hazar sumrusu G
109. Gelochelidon nilotica Giilen sumru G
110. Sterna sandvicensis Karagaga denizkirlangici G
111 Sterna albifrons Akalin denizkirlangici T
112. Sterna hirundo Irmak sumrusu G
25. PTEROCLIDAE

113. Pterocles orientalis* Karakarin steptavugu* Y
26. COLUMBIDAE

114. Columba livia Kaya giivercini Y
115. Columba oenas Gokge glivercin G
116. Columba palumbus Tahtal1 glivercin Y
117. Streptopelia turtur Uveyik G
118. Streptopelia decaocta Kumru Y
27. CUCULIDAE

119. Cuculus canorus Guguk kusu G
28. STRIGIDAE

120. Bubo bubo* Puhu* Y
121. Otus scops Ishak kusu Y
122. Athena noctua Kukumav Y
29. CAPRIMULGIDAE

123. Caprimulgus europaeus | Cobanaldatan G
30. APODIDAE

124, Apus apus Ebabil G
125. Apus melba Akkarin ebabil G
31. ALCEDINIDAE

126. Alcedo athis* Yaligapkint* G
127. Ceryle rudis* Gri yaligapkini*® G
32. MEROPIDAE

128. | Merops apiaster | Arikusu G
33. CORRACIIDAE

129. | Corracias garrulus | Kuzgun G
34. UPUPIDAE

130. | Upupa epops | Ibibik G
35. ALAUDIDAE

131. Melanocorypa calandra Bogmakl tarlakusu Y
132. Melanocorypa bimaculata Kiigiik bogmakl tarlakusu G
133. Calandrella brachydactyla Bozkir toygari G
134. Calandrella rufescens Kiigiik bozkir toygari G
135. Lullula arborea Orman toygari Y
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136. Galerida cristata Tepeli toygar Y
137. Alauda arvensis Tarlakusu Y
138. Eremophila alpestris Kulakl: tarlakusu Y
36. HIRUNDINIDAE

139. Hirundo rustica Is (Kir) kirlangici G
140. Hirundo daurica Kizil kirlangig G
141. Riparia riparia Kiy1 (Kum) kirlangici G
142, Delichon urbicum Pencere(Ev) kirlangici G
37. MOTACILLIDAE

143. Anthus campestris Kir incirkusu G
144, Motacilla flava Sar1 kuyrukkakan G
145. Motacilla flava feldegg Maskeli kuyruksallayan G
146. Motacilla cinerea Dag kuyrukkakani Y
147. Motacilla alba Ak kuyruksallayan Y
38. TROGLODYTIDAE

148. | Troglodytes troglodytes | Citkusu Y
39. TURDIDAE

149, Erithacus rubecula Narbiilbiilii (Kizilgerdan) Y
150. Luscinia megarhynchos Biilbiil G
151. Luscinia svecica Mavigerdan (Bugdaycil) G
152. Irania gutturalis Ak gerdan Y
153. Phoenicurus ochruros Kara (Ev) kizilkuyrugu G
154, Phoenicurus phoenicurus Kizilkuyruk (Bahge kizilkuyrugu) Y
155. Saxicola rubetra Cayir tagkusu Y
156. Saxicola torquata Taskusu Y
157. Oenanthe oenanthe Kuyrukkakan G
158. Oenanthe hispanica Karakulak kuyrukkakan G
159. Oenanthe deserti ol kuyrukkakani T
160. Oenanthe finschii Kaya kuyrukkakani G
161. Oenanthe pleschanka Alaca kuyrukkakan G
162. Oenanthe isabellina Toprakrenkli (Boz) kuyrukkakan G
163. Monticola saxatilis Kaya ardic1 (Taskizili) G
164. Turdus merula Karatavuk Y
40. SYLVIDAE

165. Cettia cetti Kamus biilbiilii Y
166. Locustella luscinoides Bataklik kamiggini G
167. Acrocephalus melanopogon Biyikli kamisgin G
168. Acrocephalus schoenobaenus Kindira kamiggini Y
169. Acrocephalus palustris Bataklik saz kamiggini G
170. Acrocephalus arudinaceus Biiyiik saz biilbiili (ardici) G
171. Acrocephalus scirpaceus Saz biilbiili G
172. Hippolais (A.) pallida Gri mukallit Kz
173. Sylvia communis Cal1 6tlegeni G
174. Sylvia borin Boz (Bahge) dtlegeni G
175. Sylvia atricapilla Karabag &tlegen G
176. Phylloscopus sibilatrix Orman sogiitbiilbiilii T
177. Phylloscopus collybita Cif caf, Civgin G
178. Phylloscopus trochilus Sogiitbiilbiilii T
179. Phylloscopus nitidus Ardig bilbiili G
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180. Regulus ignicapilla Siirmeli altintavukguk Y
181. Regulus regulus Altintavukguk Y
41. MUSCICAPIDAE

182. Ficedula parva Ciice sinekkapan T
183. Muscicapa striata Gri (Benekli) sinekkapan G
42. SITTIDAE

184, | Sitta naumayer | Kaya sivacisi Y
43. PARIDAE

185. | Parus major | Biyiik bastankara Y
44, REMIZIDAE

186. | Remiz pendulinus | Culhakusu Y
45. LANIIDAE

187. Lanius collurio Kizilsirtli imiiksikan G
188. Lanius minor Karaalin timiiksikan Y
46. CORVIDAE

189. Garrulus glandarius Kestane kargasi Y
190. Pica pica Saksagan Y
191. Corvus monedula Ciice karga Y
192. Corvus frugilegus Ekin kargasi Y
193. Corvus corax Karakarga Y
194, Pyrrhocorax pyrrhocorax Kizilgaga dagkargasi Y
195. Corvus corone Les kargasi Y
47. STURNIDAE

196. Sturnus vulgaris Sigircik Y
197. Sturnus roseus Pembe si1gircik G
48. PASSERIDAE

198. Passer domesticus Ev sergesi Y
199. Passer montanus Dag sergesi Y
200. Passer hispaniolensis Bataklik sergesi Y
201. Petronia petronia Kayalik sergesi Y
49. FRINGILLIDAE

202. Serinus serinus Kanarya Y
203. Carduelis carduelis Saka Y
204, Carduelis cannabina Keten kusu Y
205. Carpodacus erythrinus Citre (Karmen sakragi) G
206. Carpodacus rubicilla Kaya sakragi G
207. Rhodopechys sanguinea Kizilsakrak Y
50. EMBERIZIDAE

208. Emberiza hortulana Kirazkusu G
2009. Emberiza melanocephala Karabas kirazkusu G
210. Miliaria (E.) calandra Tarla kirazkusu Y
211. Emberiza schoeniclus Bataklik kirazkusu G
212. Emberiza buchanani Tas (Gri ense) kirazkusu G
213. Emberiza cineracea Gri Tiirk kirazkusu Y

* . Tiim diinyada nesli yok olma tehlikesi altinda olan kus tiirii

RT: Rastlantisal tiir, TG: Transit gocer, KZ: Kis ziyaret¢isi, G: Gé¢men, Y: Yerli
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Bu cahsmada; Tiirkiye’deki sulak alanlar icerisinde onemli bir yere sahip,
kuzeydogu-giiney goc rotasi iizerinde yer alan, yaklasik 213 kus tiiriiniin barindig1 Van
Golii Havzasinin kanath hayvan faunasim olusturan bazi kanath tiirlerine ait diski
orneklerinde, Al tip A viriislerinin RT-PCR ve konvasiyonel yontemlerle tespiti ile izole

edilen viriislerin spesifik antiserumlarla alt tiplerinin belirlenmesi amac¢landi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

Arastirmanin materyalini, Al tip A viriislerinin tespiti amaciyla Van Golii Havzasinda
proje Onerisinde belirtilen 6rnek toplama noktalarindaki farkli alanlarda, daha once gozlem
yapilarak bulunduklar1 yerler tespit edilen rastlantisal tiir, transit gocer, kis ziyaretcisi,
gocmen ve yerli statiiye sahip 47 kanatli hayvan tiirlinden 24 Subat 2006-12 Mart 2008
tarihleri arasinda 28 ay siireyle toplanan 1910 adet taze diski 6rnegi olusturdu (Tablo 3 ve 4).
Proje kapsaminda incelenen materyallerin toplandigi alanlar sekil 5°te, kanath tiirleri ise ek-

1°de sunuldu.

2.1.1. Ornek alinan alanlar ve Kus tiirleri: Konuya iliskin literatiirler dikkate alinarak diski
ornekleri, su kuslar1 agirlikli olmak iizere Al tip A viriislerini tasima ihtimalinin yiiksek
oldugu diisiiniilen kanatl tiirlerinden toplandi. Calismanin esas materyalini yabani kuslardan
alinan taze diski ornekleri olusturmakla birlikte, 6zellikle su kuslarindan horizontal olarak
etkeni alabilecekleri diisiiniilen yerlerde ¢esitli evcil kanath tlirlerinden de taze diski 6rnekleri
toplandi. Hangi tiire ait digkinin hangi noktadan alinacagi, o sezonda yapilan arazi gozlemleri
ve gogmen kuslarin havzadaki donemsel hareketleri dikkate alinarak belirlendi. Bir hayvan
tiirinden alinacak materyal sayisinin belirlenmesinde, o tiirde bulunan toplam kanatl sayisi
ile ayn1 populasyonun havzadaki konaklama yerlerinin sayis1 dikkate alindi (IVANOV ve
ark., 2008).

Digkist almmacak kanath tiirlerinin yerleri, gelismis teleskop ve diirbiin gibi optik
gozlem araglariyla belirlendi (Fotograf 1). Bu gruplarin hangi tiirden veya tiirlerden olustugu
tespit edildi. Siirii ve bireylerin ayrintili fotograflari ¢ekildi ve siiriiniin izole bir topluluk olup
olmadig1 belirlendi. Cok biiyiik gruplarda (1000-2000 birey), siirii igerisinde eger varsa diger
tirler tespit edildi. Cok fazla tiir bulunan heterojen gruplar 6rnek toplamak icin tercih
edilmedi. Dinlenmek i¢in sahile ¢ikan su kuslarinin siiriisiine yaklasildi. Kuslar alandan
ayrildiktan sonra, taze digki Ornekleri tespit edildi (Kus tiirlerine gore digkilar sekil ve
biiyiikliikk olarak genellikle spesifiktir). Daha sonra; taze digski O6rnekleri steril svap veya
spatiillerle toplanip, igerisinde transport medium (WHO, 2002) bulunan tiiplere konuldu. Her
hayvan tiirline ait digk1 6rnegi, RT-PCR ve viriis izolasyonu icin kullanilmak iizere iki seri
olarak alindi. Grup olusturan karasal kuslar da benzer sekilde takip edildi ve grubun kondugu
alandan digk1 6rnekleri toplandi1 (Fotograf 2, 3, 4a, 4b, 4c, 5a, 5b ve 6). Grup olusturmayan
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baz tiirler i¢in kus yakalama aglar1 kullanildi. Orneklerin toplanmasi sirasinda hig¢ bir kusa

zarar verilmedi, 6ldiriilmedi.

Fotograf 2: Flamingo grubu ve igerisindeki farkli kus tiirleri (heterojen bir grup)
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Fotograf 3: Homojen bir 6rdek grubu

Fotograf 4a: Materyal toplanmasi
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Fotograf 4c: Prof. Dr. Hiroshi KIDA (Hokkaido Universitesi, OIE Diinya HPAI Referans
Laboratuvar1 Direktorii, Japonya) 8 Ekim 2008 tarihinde projeyle ilgili arazi
calismasi, Er¢ek Golii, Van
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Fotograf 5a: Belirlenen hayvan tiirline ait taze digki drnegi
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Fotograf 5b: Belirlenen hayvan tiiriine ait taze digki 6rnegi
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Fotograf 6: Diski 6rneginin transport mediuma alinmasi

2.1.2. RT-PCR c¢ahsmalari icin 6rnek alinmasi: Bu amacla 1/3 oraninda olacak sekilde
alman taze digki rnekleri, 3 ml steril gliserinli (%20) ve antibiyotikli [(penisilin G-2x10° U/I;
streptomisin-200 mg/l; gentamisin-250 mg/l; nistatin-0.5x10° U/1) fosfat buffer soliisyonu -
PBS (8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 1.15 gr Na;HPOQO,, 0.2 gr KH,PO,/1 It distile su—pH: 7.2)] igeren
tiiplere konuldu. Ornekler soguk zincirde ve kisa siirede; Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina ulastirilip, ¢alisilincaya kadar -80°C’de
sakland1 (WHO, 2002).

2.1.3. Viriis izolasyonu icin érnek alinmasi: Viriis izolasyonu i¢in 1/3 oraninda olacak
sekilde alnan taze diski Grnekleri, 3 ml steril antibiyotikli (penisilin G -2 x 10° U/I;
streptomisin -200 mg/l; gentamisin -250 mg/I; nistatin-0.5x10° U/l) PBS igeren tiiplere
konuldu. Ornekler soguk zincirde ve kisa siirede; Yiiziincii Yil Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina ulastirilip, caligilincaya kadar -80°C’de
sakland1 (WHO, 2002).

Proje oneri formunda 6rnek alinmasi hedeflenen 36 kanath tiiriiniin 3’{inden (Athena

noctua—kukumav kusu, Hirundo daurica—kizil kirlangig ve Delichon urbica-pencere
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kirlangic1) diski toplama donemlerindeki gozlemlerde bu tiirlerin bolgeye gelisi ve
konakladiklar1 alanlar tespit edilemedigi i¢in 6rnek alinamadi. Bu durum projenin 3. gelisme

raporunda belirtildi ve kabul edildi.

Onerilen proje metninde bulunmamakla birlikte, havzada yapilan gozlemler ve
literatiir degerlendirmeleri neticesinde projeye her acidan katki saglayacagi diisiintilen 14
kanatli hayvan tiiriinden de [Phalacrocorax carbo (Karabatak), Anser albifrons (Akalinli
biiyilk sakarca kazi), Anas crecca (Camurcun), Anas penelope (Fiyu), Anas acuta
(Kilkuyruk), Oxyura leucocephala (Dikkuyruk), Sterna hirundo (Irmak sumrusu), Anas
querquedula (Cikrikcin), Sturnus roseus (Pembe sigircik), Corracias garrulus (Kuzgun),
Alectoris chukar (Kinali keklik), Gallus domesticus (Evcil tavuk), Meleagris sp. (Evcil hindi),
Anser anser domesticus (Evcil kaz)] ilave olarak proje siiresince digk1 6rnegi alindi, bdylece

ornek alinan kanatl tiirii toplam 47 adet oldu.

Ayrica, yine proje kapsaminda olmamakla birlikte, ¢alisma siiresince hastalik
siiphesiyle cesitli kisi ve kuruluslarca Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilen 6 adet karga, 2 adet tavuk, 2 adet
giivercin, 1 adet karabatak ve 1 adet kaz olmak {izere toplam 12 6lii hayvan ile Yiiziincii Y1l
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Arastirma Hastanesi, Cocuk Poliklinigine yatirilan 7 ¢ocuktan
alinip, laboratuvarimiza gonderilen trakheal aspirat da arastirmaya dahil edilerek, RT-PCR’da

incelendi.

Tablo 3: Diski drneklerinin toplandigi tiirlerin statiileri ve drnek sayilari

Statiisii Kanath tiirii sayis: Alman ornek sayisi
Rastlantisal tiir 1 25

Transit gdger 2 107

Kis ziyaretgisi 8 436
Go¢men 15 350

Yerli 21 992
Toplam 47 1910
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Sekil 5: Ornek toplanan alanlar; 1: Arin (Sodal1) Golii, 2: Celebibag Sazhgi, 3: Caldiran, 4:
Bend-i Mahi Deltasi, 5: Cakirbey, 6: Karagiindiiz Sazlig1, 7: Er¢ek Goli, 8: Anzaf,
9: Sihke Golii, 10: Karasu Deltasi, 11: Morali Deresi, 12: Van Sazligi, 13: Van Sechir
Merkezi, 14: Havaalan Sazligi, 15: Edremit, 16: Donemeg Deltasi, 17: Akdamar
Adasi, 18: Goriindi Deltasi, 19: Catak

Tablo 4: Diski orneklerinin toplandigi tiirler, statiileri ve toplanan 6rneklerin yillara gore

dagilimi
Ornek alman tiir Yillara gore toplanan
ornek sayisi
No | Latince ad1 Tiirkce ad Statiisii 2006 2007 2008 | Toplam
1. Phalacrocorax carbo Karabatak RT - 25 - 25
2. Philomachus pugnax Dégiisken kus TG 20 - 10 30
3. Phoenicopterus ruber Flamingo TG 20 52 5 77
4. | Cygnus cygnus Otiicii kugu KZ - 60 10 70
5. Anas cylpeata Kasikgaga Kz 40 65 - 105
6. Anser albifrons Akalinl biiyiik sakarca kazi Kz 20 - 3 23
7. Anas crecca Camurcun Kz 20 30 10 60
8. Anas penelope Fiyu Kz - 20 20 40
9. Aythya fuligula Tepeli patka Kz - - 20 20
10. | Anas acuta Kilkuyruk Kz - 20 15 35
11. | Aythya ferina Elmabas patka KZ/G 20 35 28 83
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12. | Nycticorax nycticorax Gece balikgili G 19 25 - 44
13. | Ciconia ciconia Akleylek G - 11 - 11
14. | Himantopus himantopus Uzunbacak G 20 18 10 48
15. | Tringa totanus Kizilbacak G 40 - 10 50
16. | Vanellus vanellus Kizkusu G 20 14 9 43
17. | Merops apiaster Arikusu G - 1 - 1
18. | Oxyura leucocephala Dikkuyruk G - 20 - 20
19. | Hirundo rustica Is (Kur) kirlangici G - 6 - 6
20. | Riparia riparia Kum (Kiy1) kirlangict G 20 13 5 38
21. | Motacilla flava feldegg Maskeli kuyruksallayan G - 22 5 27
22. | Chlidonias leucopterus Akkanat sumru G - 20 - 20
23. | Sterna hirundo Irmak sumrusu G - 20 - 20
24. | Anas querquedula Cikrik¢in G - - 10 10
25. | Sturnus roseus Pembe sigircik G - - 10 10
26. | Corracias garrulus Kuzgun G - - 2 2
27. | Podiceps nigricollis Karaboyun batagan Y - 15 10 25
28. | Tachybaptus ruficollis Bahri (Kii¢iik batagan) Y - 13 10 23
29. | Tadorna tadorna Suna Y 20 84 - 104
30. | Tadorna ferruginea Angit Y 20 50 21 91
31. | Anas platyrhynchos Yesilbas drdek Y 40 60 5 105
32. | Fulica atra Sakarmeke Y 17 80 - 97
33. | Larus ridibundus Karabas (Giilen) marti Y - 70 - 70
34. | Larus michahellis* Van martisi Y 40 30 19 89
35. | Columba livia Kaya giivercini Y 40 - - 40
36. | Alauda arvensis Tarlakusu Y - 20 - 20
37. | Motacilla alba Ak kuyruksallayan Y - 20 5 25
38. | Picapica Saksagan Y - 20 - 20
39. | Corvus monedula Ciice karga Y - 40 - 40
40. | Corvus frugilegus Ekin kargasi Y 20 - 5 25
41. | Sturnus vulgaris Sigircik Y 20 - 5 25
42. | Passer domesticus Ev sergesi Y 25 - - 25
43. | Galerida cristata Tepeli toygar Y - - 10 10
44. | Alectoris chukar Kinali keklik Y - 10 10 20
45. | Gallus domesticus Evcil tavuk Y - 58 - 58
46. | Meleagris sp. Evcil hindi Y - 25 - 25
47. | Anser anser domesticus Evcil kaz Y 40 10 5 55
Toplam| 541 1082 287 1910

RT: Rastlantisal tiir, TG: Transit gécer, KZ: Kis ziyaretgisi, G: Go¢men, Y: Yerli

*Projenin baglangicindan itibaren Larus argentatus olarak isimlendirilen bu mart1 tiirli, Kiziroglu (2008)’de
Larus michahellis olarak tanimlanmistir. Bu nedenle, kesin rapordaki isimlendirmede Kiziroglu (2008) dikkate
almmustir.

49




2.1.4. Referans sus: Calismanin tiim asamalarinda, Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisinden temin edilen referans H5N1 susu
(A/Chicken/TR/47/EKinlik/673/2006) kullanildx.

2.2. Yontem

Diski orneklerinden Al tip A viriislerinin tespiti ve tiplendirilmesine yonelik

arastirma, asagidaki sekilde planlanip gerceklestirildi.

1. Daiskr 6rneklerinden viral RNA izolasyonu.

2. Viral RNA’dan cDNA sentezi.

3. RT-PCRile Al tip A matrix protein (M2) geninin tespiti.

4. RT-PCR ile M2 pozitif bulunan 6rneklerin RT-PCR’da H5N1 alt tipinin belirlenmesi.

5. RT-PCR’da Al tip A pozitif bulunan 6rneklerden embriyolu tavuk yumurtasina ekim

yapilmasi ve viriis izolasyonu.
6. Embriyolu tavuk yumurtalarindan toplanan alantoik sivilarin HA testi ile incelenmesi.

7. HA testi ile pozitif sonug veren allantoik sivilarin Influenza Tip A Antijen Hizli Test Kiti

(Symbiotics) ile incelenmesi.

8. AI tip A pozitif olarak tanimlanan viriislerin HI ve NI testleriyle alt tiplerinin

belirlenmesi.

2.2.1. RT-PCR ve viriis izolasyon calismalar1 icin diski 6rneklerinin hazirlanmasi:
Ornekler, -80°C’lik derin dondurucudan 4°C’ye almarak ¢ozdiiriildii. Coziinen ornekler
vorteks ile iyice homojenize edildikten sonra 1500 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve tist sivilar

DNase—RNase free ependorf tiiplerine aktarildi. Sonraki agamalarda bu materyal kullanildi.

2.2.2. RT-PCR uygulamalari: RT-PCR ile M2 geninin saptanmasinda Light Cycler Real
Time PCR (Roche®, LC480) sistemi/cihazi kullamldi (ANONIM, 2007¢). Uygulama, ticari

firmanin prosediirii dogrultusunda asagidaki sekilde yapildi.
1. Diski 6rneklerinden viral RNA izolasyonu.
2. Viral RNA’dan cDNA sentezi.
3. M2 geninin amplifikasyonu ve tespiti.

4. H5NL1 alt tipinin belirlenmesi.
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Al tip A viriislerinin RT-PCR ile analizinde asagidaki kitler kullanildi:

High Pure Viral RNA Isolation Kit (Roche®, Cat No: 11 858 882 001) (ANONIM, 20071).

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche®, Cat No: 04 896 866 001)
(ANONIM, 2007g).

- LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche®, Cat No: 03 003 248 001)
(ANONIM, 2006b).

- LightMix® 480HT for the detection of influenza A virus M2 (TIB Molbiol, Cat No: 40-
0277-96) (ANONIM, 2008a)

- LightMix® 480HT for the detection of Avian Influenza A Virus (Subtype Asia) H5N1 (TIB

Molbiol, Cat No: 40-0311-96) (ANONIM, 2006c¢)

Bilgi Notu

1. RT-PCR tekniginin test prosediiriinde gosterilen tiim asamalar1 her bir digki 6rnegi

icin manuel olarak yapildu.

2. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve okuma islemlerinin her bir asamas1 laboratuvarin
UV ile sterilize edilebilen ve igerisinde steril kabin bulunan farkli béliimlerinde

gerceklestirildi.

3. Arastiricilar ¢aligma stiresince onliik, maske, pudrasiz eldiven ve sa¢ bonesi kullandi.

Eldiven ¢ok sik araliklarla degistirildi.

2.2.3. Diski orneklerinden viral RNA izolasyonu: Bu islem i¢in oda 1sisinda muhafaza

edilen 100 testlik High Pure Viral RNA Isolation Kit (Roche®) kullanildi. High Pure Viral
RNA Isolation Kit igerigi:

- Binding buffer

- Poly (A)

- Inhibitor removal buffer
- Wash buffer

- Elution buffer

- High pure filtreli tiipler

- Koleksiyon tiipleri

2.2.3.1. Cahsma soliisyonlarimin hazirlanmasi: Caligma soliisyonlari, iiretici firmanin
prospektiisiinde onerdigi sekilde hazirlandi. Calisma alanlar1 oncelikle absoliit etanol ile

temizlendi.

51



Poly (A): Liyofilize halde olan bu reagentin ¢ozdiiriilmesi i¢in 400 pl elution buffer
kullanildi. Cozdiirme islemi sonrasinda her biri 50 pl’lik 8 porsiyona ayrildi ve

kullanilincaya kadar -15 ile -25 °C arasinda saklandi.
Binding buffer+poly (A): Bu soliisyon, 1 6rnek i¢in 400 pl binding buffer’a 4 ul poly A
eklenmesiyle elde edildi. Karisim her zaman taze olarak hazirlanip kullanildi.

Inhibitor removal buffer: Bu soliisyonun tizerine 20 ml absoliit etanol eklendi ve iyice

karistirilarak kullanma soliisyonu elde edildi.

Wash buffer: 100 testlik kit kutusu iginde 2 sise olarak bulunan bu soliisyonun her bir
sisesine 40’ar ml absoliit etanol ilave edilip iyice karistirilarak kullanima hazir hale

getirildi.

2.2.3.2. Viral RNA izolasyon prosediirii

¢

Ornek sayisina gére DNase - RNase free steril 1.5 ml’lik ependorf tiipleri almarak, iki seri

halinde kapaklarindan numaralandirildi.

[k seri tiiplerin her birine 400 pl taze hazirlanmis binding buffer + poly (A) soliisyonu
konuldu.

Bu tiiplerin her birine kendi numarasina uygun gelecek sekilde 200’er pl supernatant

(6rnek) ilave edildi.
Ependorf tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 10 dakika (dk) siireyle iyice karistirildi.

Her bir ependorf tiipii i¢indeki karistmimin tamami (600 pl) koleksiyon tiipli igine

yerlestirilmis ve numaralandirilmis filtreli tiip icine aktarildi.

Koleksiyon tiipleri (i¢indeki filtreli tiiplerle birlikte), 8000 x g’de 15 saniye (sn) santrifiij
edildi.

Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin her biri, yeni koleksiyon tiiplerinin i¢ine konuldu.
Filtreli tiiplerin her birine 500’er ul inhibitor removal buffer eklendi.

Koleksiyon tiipleri, 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin her biri, yeni koleksiyon tiiplerine konuldu.
Filtreli tiiplerin her birine 450’ser ul wash buffer ilave edildi.

Koleksiyon tiipleri, 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.
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Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin her biri, yeni koleksiyon tiiplerinin i¢ine konuldu.
Filtreli tiiplerin her birine 450°ser pl wash buffer ilave edildi.
Koleksiyon tiipleri, 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Koleksiyon tiipleri tek tek santrifiijden g¢ikarilip igerikleri dokiildiikten sonra ayni filtreli
tiip tekrar i¢ine konuldu ve 17.000 x g’de 10 sn santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢ikarilan filtreli tiiplerin her biri, baslangicta hazirlanan numaralandirilmis

diger seri ependorf tiiplerin i¢ine konuldu.

Filtreli tiiplerin her birine 50°ser ul elution buffer eklendi.
Ependorf tiipleri, 8000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

Filtreli tiipler ¢ikarilip dezenfektan igeren atik kutusuna atildi.

50 pl’lik saf RNA filtrati iceren ependorf tiipleri hemen kullanilacaksa +4°C’de, daha

sonra kullanilacaksa -80°C’de saklandi.

2.2.4. cDNA sentezi: Viral RNA’dan, cDNA sentezi i¢in -15 ile -25 °C arasinda muhafaza
edilen 100 testlik Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche®) kullamild:.

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit i¢erigi:

Transcriptor reverse transcriptase
Transcriptor RT reaction buffer (5X)
Protector RNase inhibitor
Deoxynucleotide mix (dNTP)
Random hexamer primer

PCR grade water

2.2.4.1. cDNA sentez reagentlerinin hazirlanmasi

L4

.

Calisma alanlar1 oncelikle %100 etanol ile temizlendi.
Reagentlar, tiretici firmanin prospektiisiinde onerildigi sekilde hazirlandi.

Bunun i¢in incelenecek 6rnek sayisi kadar 0.2 ml’lik steril DNase - RNase free PCR tiipli

numaralandirildi ve sogutucu bloklara yerlestirildi.
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2.2.4.2. Template primer mix hazirlanmasi

*

*

Karisimlar, 0.2 ml’lik DNase - RNase free PCR tiiplerinde hazirlandi.

Bir ornegin ¢cDNA sentezini gergeklestirmek i¢in PCR tiipii igerisine énce 1 ul PCR
grade water, ardindan da 2 pl random hexamer primer aktarildi ve pipetleyerek iyice
homojenize edildi (Birden fazla 6rnek incelemelerinde bir PCR tiiplinde incelenecek

ornek sayisi kadar template primer mix hazirlandi ve test tiiplerine 3’er ul transfer edildi).

Karigim iizerine viral RNA izolasyon prosediiriinde elde edilen filtrattan (total RNA) 10

ul ilave edildi ve 3-5 sefer pipetleyerek karistirilip spinlendi (toplam voliim 13 pl).

Sonra PCR tiipii thermal cycler’a (Px2 Thermal Cycler, Thermo Electronic Corp.,
Milford, MA, ABD) yerlestirilerek 65°C’de 10 dk siireyle denatiirasyon yapildi.

Denatiirasyon igleminin son 10 saniyesinde cihaz durduruldu ve PCR tiipii hizli bir

sekilde thermal cyclerden ¢ikarilip sogutucu blok icine yerlestirilerek islem sonlandirildi.

2.2.4.3. PCR master mix hazirlanmasi

.

.

PCR master mix, 0.2 ml’lik DNase ve RNase free PCR tiiptinde hazirlandu.

Bir 6rnek icin PCR tiiptine 2 pl deoxynucleotide mix, 4 pl transcriptor reverse
transcriptase reaction buffer, 0.5 pl protector RNase inhibitor ve 0.5 pl transcriptor
reverse transcriptase konuldu, 3-5 sefer pipetleyerek karistirildi ve spinlendi (Birden fazla
ornek incelemelerinde bir PCR tiipiinde incelenecek 6rnek sayisi kadar PCR master mix

hazirlandi ve test tiiplerine 7’ser ul transfer edildi).

Bu karisimin tamami (7 pl), denatiirasyondan ¢ikarilan PCR tiiplindeki template primer

mix lizerine eklendi ve spinlendi.

PCR Tipt tekrar thermal cycler’e yerlestirilerek cDNA sentez protokolii uygulandi
(Tablo 5).
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Tablo 5: cDNA sentezinde uygulanan amplifikasyon agamalari

Asamalar Is1 Siire
Step 1 25°C 10 dk
Step 2 50 °C 60 dk
Step 3 85°C 5dk
Step 4 4°C Hold (stirekli)

¢ Protokol sonlandiginda elde edilen cDNA’lar 1-2 saat iginde RT-PCR protokolii

uygulanacaksa + 2 ile +8 °C; uzun siire bekletilecekse -15 ile -25 °C arasinda saklandi.

2.2.5. RT-PCR ile avian influenza tip A matrix protein geninin (M2) tespiti: Bu islem i¢in
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Kit (Roche®) ve LightMix® 480HT influenza
A virus M2 (TIB molbiol) seti kullanildi. 100 reaksiyonluk LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe Kiti -15 ile -25°C’de; 96 reaksiyonluk LightMix® 480HT influenza A virus

M2 seti ise 1s1ktan korunarak oda 1sisinda (18-25°C) saklandi.

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Kit igerigi:

- LightCycler® FastStart Enzyme

- LightCycler® FastStart Reaction Mix HybProbe (FastStart Tag DNA polimeraz, dNTP
mix (dTTP yerine dUTP) reaksiyon bufferi ve 10mM MgCl,)

- MgCl; stock solution, 25 mM
- H,0, PCR-grade

LightMix®480HT influenza A virus M2 set igerigi:

Internal positive control (IPC)
6 (10%-10°) lyophilized standards (Influenza A Virus M2 DNA)

Sealing foil for the standard row

Premixed and lyophilized primers and probes

2.2.5.1. Kanisim, standart ve reagentlerin hazirlanmasi

¢ Tiim reaktiflerin hazirlanma agamalarinda ve ¢aligma siirecinde enzimatik reaksiyonlarin

kontrol altinda tutulmasi amaciyla tiipler soguk zinciri devam ettirmek i¢in igerisinde kar

bulunan kapta bekletildi.
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Isigin problar lizerindeki olumsuz etkisi nedeniyle tiim protokol miimkiin olan en

karanlik ortamda gergeklestirildi.

2.2.5.2. LightMix® 480HT influenza A virus M2 setindeki parametre-spesifik reagentler

ile internal pozitif kontrol reagentlerinin hazirlanmasi

.

.

M2 primer ve probu (parametre-spesifik) ile IPC iceren 2 adet liyofilize reagent viali

spinlendi.

Isiktan korunmasti i¢in vialler aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra her biri 100 ul PCR

grade water ile ¢Ozdiiriiliip vortekslendi ve spinlendi.
Cozeltilerden her bir 20 ul RT-PCR reaksiyonu i¢in 1’er pl kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi i¢in, birbirlerine bitisik seri halde 6 adet tiipte bulunan tizerleri
aliminyum folyo ile kapl liyofilize standart reagentlerin her biri 40’ar ul PCR suyu ile

¢Ozdiirtildii ve pipetlenerek karistirildi.

Standartlardan 20 pl’lik bir PCR reaksiyonu i¢in 5’er pl kullanildi.

2.2.5.3. LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kitindeki reagentlerin

hazirlanmasi

*

LightCycler” FastStart Reaction Mix HybProbe’dan 60 pl almip, LightCycler® FastStart

Enzyme vialine eklenmek suretiyle FastStart Mix hazirlandi.

2.2.5.4. Avian influenza tip A viriis M2 geninin tespiti i¢in LightCycler® reaksiyon

karisiminin hazirlanmasi

.

¢

Bir adet 1.5 mI’lik DNase - RNase free ependorf tiipii aliminyum folyo ile sarild1 ve kar
i¢ine daldirildu.

Bir RT-PCR reaksiyonu i¢in ependorf tiip igine sirasiyla 8.6 ul PCR grade water, 2.4 ul
Mg+ soliisyonu, 1.0 pl parametre-spesifik reagent, 1.0 ul IPC reagent ve 2.0 pl FastStart

Mix eklenerek 15 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlandi.

Karigim, yavasca pipetlenerek karistirildi ve spinlendi.

2.2.5.5. RT-PCR pleytinin hazirlanmasi ve RT-PCR

¢

LightCycler® LC 480 cihaz1 i¢in iiretilen 96 kuyucuklu bir pleyt alinarak sogutucu blok

izerine yerlestirildi.
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¢ Pleyt kuyucuklarinin numaralandirma islemi, incelenecek O6rnek sayisina gére onceden

bir kagit izerinde hazirlanan 8 x 12’lik bir tablo iizerinde yapildi.

¢ Her bir kuyucuga reaksiyon karisimindan 15 pl transfer edildikten sonra her 6rnek veya

standarttan ilgili kuyucuguna 5’er pl ilave edildi (Toplam voliim 20 pl).
¢ Pleytin tizeri seffaf film ile kapatild1 ve 1500 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

¢ Pleyt, LightCycler® 480 cihazina yerlestirilip asagidaki protokol uygulanarak RT-PCR
islemi gerceklestirildi (Tablo 6).

¢ Protokoliin detection formatinda M2 i¢in 483-610 ve IPC i¢in 483-670 filtreleri secildi.

Tablo 6: Avian influenza tip A viriis M2 geninin RT-PCR ile tespit protokolii

Program
Parametre Denatiirasyon Cycling Melting Cooling
Analiz modu None Quantification Melting curves None
Siklus 1 55 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef 1s1 (°C) 95 95 55 72 95 40 85 40
Siire (s:dk:sn) 00:10:00 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:08 | 00:00:30 | 00:01:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate LC480 [°C/s] 4.6 4.6 2.4 4.6 4.6 2.0 - 2.0
Acquisition mode None None Single | None None None | Continu. | None
Acquisitions / °C LC480 - - - - - - 1

2.2.6. RT-PCR ile avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rneklerin RT-PCR’da
H5N1 alt tipinin belirlenmesi: Bu islem icin LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe
Kit (Roche®) ve LightMix® 480HT for the detection of Avian Influenza A Virus (Subtype
Asia) H5N1 (TIB molbiol) seti kullamldi. 100 reaksiyonluk LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe Kiti -15 ile -25 °C’de; 96 reaksiyonluk LightMix® 480HT for the detection
of Avian Influenza A Virus (Subtype Asia) H5N1 seti ise 1siktan korunarak oda 1sisinda (18-
25°C) saklanda.

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Kit icerigi:

- LightCycler® FastStart Enzyme
- LightCycler® FastStart Reaction Mix HybProbe (FastStart Tag DNA polimeraz, dNTP
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mix (dTTP yerine dUTP) reaksiyon bufferi ve 10mM MgCl,)
- MgCl; stock solution, 25 mM
- H,0, PCR-grade

LightMix® 480HT for the detection of Avian Influenza A Virus (Subtype Asia) H5N1 set
icerigi (96 reaksiyonluk):

- Premixed and lyophilized primers and hybridization probes
- 6 (10'-10°) Iyophilized standards (Influenza A Virus H5N1 DNA)

- Sealing foil for the standard row

2.2.6.1. LightMix® 480HT for the detection of avian influenza A virus (Subtype Asia)

H5N1 setindeki parametre spesifik reagentlerin hazirlanmasi

¢ Tim primer ve hibridizasyon problarini (parametre-spesifik) igeren liyofilize reagent

viali spinlendi.

¢ Isiktan korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra 100’er ul PCR grade water

ile ¢ozdiiriiliip vortekslendi ve spinlendi.

¢ Cozeltiden 50 pl alinip bir bagka DNase—RNase free ependorf tiip i¢ine aktarildi ve
tizerine 150 pl PCR grade water eklenerek karistirildi.

¢ Her bir 20 pul RT-PCR reaksiyonu i¢in ¢ozeltiden 4’er pl Kullanildu.

¢ Standartlarin hazirlanmasi i¢in, birbirlerine bitisik seri halde 6 adet tiipte bulunan tizerleri
aliminyum folyo ile kapli liyofilize standart reagentlerin her biri 40’ar pul PCR suyu ile

¢ozdiiriildii ve pipetlenerek karistirildi.
¢ Standartlardan 20 pl’lik bir PCR reaksiyonu i¢in 5’er pl kullanildu.

2.2.6.2. LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kitindeki reagentlerin

hazirlanmasi

¢ LightCycler® FastStart Reaction Mix HybProbe’dan 60 pl alinip LightCycler® FastStart
y

Enzyme vialine eklenmek suretiyle FastStart Mix hazirlandi.

2.2.6.3. Avian influenza tip A viriis H5N1 alt tipinin tespiti i¢cin LightCycler® reaksiyon

karisiminin hazirlanmasi

¢ Bir adet 1.5 mI’lik DNase - RNase free ependorf tiipii alliminyum folyo ile sarildi ve kar
i¢ine daldirildu.
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Bir RT-PCR reaksiyonu i¢in ependorf tiip igine sirastyla 6.6 ul PCR grade water, 2.4 ul
Mg," soliisyonu, 4 pl parametre-spesifik reagent ve 2 ul FastStart Mix eklenerek 15 pul’lik

reaksiyon karigimi hazirlandu.

Karisim, yavasca pipetlenerek karistirildi ve spinlendi.

2.2.6.4. RT-PCR pleytinin hazirlanmasi ve RT-PCR

.

.

LightCycler® LC 480 cihazi i¢in iiretilen 96 kuyucuklu bir pleyt alinarak sogutucu blok

tizerine yerlestirildi.

Pleyt kuyucuklarinin numaralandirma islemi, incelenecek 6rnek sayisina gore onceden

bir kagit lizerinde hazirlanan 8 x 12’lik bir tablo tizerinde yapildu.

Her bir kuyucuga LightCycler® reaksiyon karisimindan 15 pl transfer edildikten sonra her

ornek veya standarttan ilgili kuyucuguna 5’er ul ilave edildi (Toplam voliim 20 pl).
Pleytin iizeri seffaf film ile kapatildi ve 1500 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Pleyt, LightCycler® 480 cihazina yerlestirilip asagidaki protokol uygulanarak RT-PCR
islemi gerceklestirildi (Tablo 7).

Protokoliin detection formatinda HS5 i¢in 483-640 ve N1 icin 483-670 filtreleri segildi.

Tablo 7: Avian influenza tip A viriis HSN1 alt tipinin RT-PCR ile tespit protokolii

PROGRAM
PARAMETRE Denatiirasyon Cycling Melting Cooling
Analiz modu None Quantification Melting Curves None
Siklus 1 55 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef 1s1 (°C) 95 95 55 72 95 40 85 40
Siire (sa:da:sn) 00:10:00 00:00:05 00:00:15 | 00:00:10 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate LC480 [°C/s] 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 - 2.0
Acquisition Mode None None Single None None None Continu. None
Acquisitions/°C LC480 1

2.2.7. Agaroz jel elektroforez: Proje kapsaminda olmamakla birlikte, RT-PCR ile Al M2

geni yoniinden pozitif olduklar1 belirlenen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforez ile analiz

edildi. M2 gen bolgesine spesifik 250 bp’lik bant ile internal kontrole spesifik 318 bp’lik
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bantlar degerlendirildi.

Proje kapsaminda bulunmamakla birlikte, RT-PCR’da M2 pozitif bulunan 6rneklerin
RT-PCR ile H5NI1 analizleri yapildi. Elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforez ile HS
gen bolgesine spesifik 161 bp ve N1 gen bdlgesine spesifik 198 bp’lik bantlar yoniinden

incelendi.

Bu amagla amplifiye triinler %1.5’1uk agaroz (AppliChem) jelde kosturuldu. Jelin
hazirlanmasinda etidium bromit (0.5 pg/ml, AppliChem) katilan 1xTBE (100 mM Tris-HCI
(AppliChem), borik asit (AppliChem), EDTA (1 mM, AppliChem) (pH: 8.0) buffer kullanildi.
Hazirlanan jel, yatay mini DNA jel elektroforez sistemine (CLP, Model 75.710, England)
yerlestirilerek, ornekler (3 pul gel loading soliisyonu + 5 ul 6rnek) gukurlara yiiklenip, 100
voltta (CLP, Model 300, England) kosturuldu. Olusan bantlarin molekiil agirliklarini
saptamak amaciyla, standart markerdan (GeneRuler 100bp DNA Ladder, Fermentas, Hilden,
Germany) yararlanildi. Jelin goriintiilenmesi ve bantlarin yorumlanmasi, bilgisayar destekli
goriintiileme sisteminde (Spectronics Co., Model GL-5000, Ingiltere) gergeklestirildi
(STARICK ve ark., 2000; SAMBROOK ve RUSSELL, 2001; VARICH ve ark., 2008).

2.2.8. Embriyolu tavuk yumurtalarina inokulasyon: Arastirmanin bu asamasi, avian
influenza yoniinden ulusal referans laboratuvarimiz olan Bornova Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisiinde gergeklestirildi. Bu amagla 9-11 giinliik, SPF 6zellikteki embriyolu
tavuk yumurtalari kullanildi. Oncelikle, yumurtalarda hava kamaralarmin sinirlar1 belirlendi.
Bolge iyotlu dezenfektanla ardindan da %70’lik etanol ile temizlendi. Yumurta kabugu uygun
biiyiikliikte delindi ve 22 numarali enjektor ile RT-PCR ile avian influenza tip A yoniinden
pozitif bulunan digki Orneklerinin her birinden hazirlanan 100’er pl’lik inokulum,
yumurtalarin allantoik bosluguna inokule edildi. Calismada her bir 6rnek i¢in 5 adet
embriyolu tavuk yumurtasi kullanildi. inokulasyon bélgesi miihiir mumu ile kapatildiktan
sonra yumurtalar, 35-37°C’de 24, 48 ve 72. saatlerde canlilik kontrolleri yapilarak inkiibe
edildi. Bu siirelerin sonunda embriyolart 6len yumurtalar +4°C’de 4-12 saat bekletildi.
Yumurtalar agilarak allantoik sivilari tek kullanimlik pastor pipetleriyle 10 ml’lik steril falkon
tiiplere toplandi ve embriyolar makroskobik olarak incelendi. Embriyolarda hemoraji,
gelismede gerileme ve allantoik sivida artis gdriilmesi pozitif olarak degerlendirildi. Ug giin
icerisinde embriyolar1 6lmeyen yumurtalar, +4°C’de 4-12 saat bekletilerek embriyolarin
Olmeleri saglandi, ayni sekilde allantoik sivilari toplandi ve makroskobik muayeneleri yapildi.

Bir yumurtadaki allantoik sivi miktar1 az oldugu durumlarda her 6rnek i¢in inokule edilen 5
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yumurtanin tiim allantoik sivilari ayni tiipte toplandi. Allantoik sivilar 3000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve +4°C’ de 30 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda toplanan allantoik
stvilara %1°lik tavuk eritrositleri ile lam HA testi yapildi. Hem HA negatif ve hem de pozitif
olan allantoik sivilar tekrar 5’er adet embriyolu tavuk yumurtalarina ekilerek, 2. ve 3.
pasajlar1 yapildi (WHO, 2002).

2.2.9. Hemagliitinasyon testi (HA): Test, lam ve mikro hemagliitinasyon olarak 2 sekilde
yapild.

2.2.9.1. Lam hemagliitinasyon testi: Lam hemagliitinasyon testi i¢in, temiz bir lam {lizerine
bir damla %]1°lik yikanmis tavuk eritrositi damlatildi, yanina bir damla allantoik sividan
konuldu ve karistirildi. Bir dakika igerisinde agliitinasyonun goriilmesi pozitif, gériilmemesi

negatif olarak degerlendirildi (ARDA ve ark., 2002).

2.2.9.2. Mikro hemagliitinasyon testi: Mikro hemagliitinasyon testi “V” tabanli 96 cukurlu
mikropleytlerde (Greiner) yapildi.

¢ Mikropleytin A, B, C, D, E, F ve G serilerinin tiim kuyucuklaria 25 ul 0.1 M PBS (pH
7.2) konuldu. A, B, C, D, E ve F serilerinin ilk kuyucuklarina, 25 ul allantoik sivi (Al
siipheli antijen) konuldu ve log, tabanina gore ¢ift kath diliie edildi.

¢ Her pleytin G serisinin ilk kuyucuguna newcastle yoniinden kontrol amaciyla, 25 pl

bilinen newcastle antijeni konularak log, tabanina gore ¢ift katli sulandirildi.
¢ Her pleytin H serisine eritrosit kontrolii amaciyla 50 ul 0.1 M PBS (pH 7.2) konuldu.
¢ Pleytlerin tim kuyucuklarina 25 pl %1°lik yikanmis tavuk eritrositi eklendi.

¢ Pleytler oda 1sisinda 30 dk (ortam 1sis1 25°C’den yiiksek oldugunda +4°C’de 60 dk)

bekletildi ve sonuglar degerlendirildi.

¢ Inkiibasyonu takiben pleyt, hafifce egimli tutularak gdzyas: tarzindaki akintinin olusup
olusmadig1 goézlendi. Eritrositlerin dantela seklinde agliitine oldugu son diliisyon 1
hemagliitinasyon iinitesi (1 HAU) olarak kabul edildi. Bu sekilde hem viriisiin HA
Ozelligi saptand1 hem de HI testinde kullanilacak antijenin titresi belirlendi.

¢ HI testinde 4 HAU viriis kullanild1 (WHO, 2002; OIE, 2008).
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2.2.10. Avian influenza viriis tip A antijeninin hizh test Kkiti ile tespiti: Bu islem rapid
Immuno-migration esasina gore iretilmis olan hizli test kiti (Avian influenza virus type A

antigen test kit, Symbiotics Corporation, USA) kullanilarak yapildi (Fotograf 7).

Test stripleri i¢eriginde bulunan avian influenza tip A virilisliniin p56 niikleoproteinine
spesifik olan antikorlarin antijenle baglanma sonrasi gerceklesen goc sonrasinda, sekonder
antikorlarin bu komplekse baglanarak gozle goriiliir renk degisikligi olusturmasi prensibi ile

calismaktadir.

Test, idretici firmanin Onerileri dogrultusunda prospektiisine uygun olarak
gerceklestirildi (ANONIM, 2008b). Bu amagla, kit iceriginde bulunan test tiipiine 8 damla
(vaklasik 250 pl) ekstraksiyon buffer eklendi. Embriyolu tavuk yumurtalarindan toplanan
allontoik siviya batirilan steril svap, test tiipii igerisine daldirilarak 5-10 kez karistirildi. Svap,
tiipiin kenarina bastirilarak sivinin tiip icerisine akmasi saglandi ve dezenfektan iceren bir
kavanoza atildi. Test stripi, isaretli kismindan tutularak tiip icerisindeki siviya daldirildi. Bu
sekilde 15 dakika siireyle oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra stripin kontrol (C) ve test (T)
boliimlerinin her birinde pembe renkli bant olugsmasi pozitif, sadece kontrol kisminda pembe

bant goriilmesi ise negatif olarak degerlendirildi.
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Fotograf 7: Avian influenza viriis tip A antijen test kiti

2.2.11. Hemagliitinasyon inhibisyon (HI) testi ile tiplendirme: izole edilen ve Al pozitif
bulunan viriislerin hemagliitinin alt tipleri; hem Veterinary Laboratories Agency, VLA
(Weybridge, Ingiltere) hem de Avian Influenza OIE/FAO Reference Laboratory, 1ZSV
(Padova, Italya)’den saglanan antiserumlarla (H1-H16) belirlendi. Weybridge’den saglanan
antiserumlar kullanilarak yapilan tiplendirme Y.Y.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalinda, Padova’dan temin edilen antiserumlarla yapilan tiplendirme ise Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinde gerceklestirildi. Her iki laboratuvarin sonuglari
karsilastirildi ve karsilikli olarak teyit edildi. Kullanilan antiserumlara ait detaylar tablo 8 ve
9°da verildi.
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Tablo 8: Veterinary Laboratory Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’den saglanan
antiserumlar (H1-H16)

HA Alt tip Izolat

H1 HIN1 A/DK/ALB/35/76

H2 H2N3 A/DK/Germ/1215/73

H3 H3N2 A/TKY/Eng/69

H4 HANG A/DK/Czech/E6

H5 H5N1 Alck/Scot/59

H6 HEN8 A/OST/rsa/946/98

H7 H7N7 Altky/Eng/647/77

H8 H8N4 A/tk/lONT/618/68

H9 HIN2 Altky/WISC/1/66

H10 H10N9 AJS.Africa/Eg.Goose/238/98
H11l H11N9 A/Duck/Memphis/546/74
H12 H12N5 A/Duck/Alberta/60/76

H13 H13N6 A/Gull/Maryland/704/77
H14 H14N6 A/Mall/Gurg/244/82

H15 H15N6 A/Shearwater/WA/2576/79
H16 H16N3 A/Gull/Denmark/68110/02

Tablo 9: Avian Influenza OIE/FAO Reference Laboratory, 1ZSV’den (Padova, Italya)
saglanan antiserumlar (H1-H15)

HA Alt tip izolat

H1 HIN1 A/Duck/It/1447/05

H2 H2N3 A/Dk/Germ/1215/73

H3 H3N8 A/Psitt/1t/2873/00

H4 H4N8 A/Cockatoo/Eng/72

H5 H5N9 Alck/Italy/22A/98

H5 H5N3 A/Duck/It/775/04

H5 H5N2 A/Turk/Eng/28/73

H6 H6N2 A/Ty/Canada/65

H7 H7N1 A/ck/1t/1067/V99

H7 H7N3 Alty/1t/9289/V02

H7 H7N7 Alck/nl/2586/2003

H8 H8N4 A/turk/ONT/6118/68

H9 HIN2 Alty/Wis/66

H10 H10N1 A/Ostrich/SA/01

H11 H11N9 A/Duck/Memphis/546/174
H12 H12N5 A/Duck/Alberta/60/76
H13 H13N6 Algull/Maryland/704/77
H14 H14N5 A/Mallard/Gurjev/263/82
H15 H15N6 A/Shear water/Aut/2576/79
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¢ Hemagliitinasyon inhibisyon testi “V” tabanli 96 c¢ukurlu mikropleytlerde (Greiner)

yapildi.

¢ Mikropleytin A, B, C, D, E, F ve G serilerinin tiim kuyucuklarina 25 ul 0.1 M PBS (pH:
7.2) konuldu.

¢ A, B, C, D, E ve F serilerinin ilk gozlerine 25 pl Al tip A H alt tiplerine ait pozitif

antiserumlar (H1-H16) konuldu ve log; tabanina gore ¢ift katl diliie edildi.

¢ Newcastle yoniinden kontrol amaciyla her pleytin G serisinin ilk goziine, 25 pl newcastle

pozitif antiserum konuldu ve log; tabanina gore ¢ift katl diliie edildi.
¢ Eritrosit kontrolii amaciyla her pleytin H serisine 50 ul 0.1 M PBS (pH:7.2) konuldu.
¢ Pleytin tiim kuyucuklarmna 25 pl Al 4 HAU antijen konuldu.

¢ Pleytler oda 1sisinda 30 dk (ortam 1s1s1 25°C’den yiiksek oldugunda +4°C’de 60 dk)
bekletildi.

¢ Bu siireyi takiben tiim kuyucuklara 25 pl %1°lik yikanmis tavuk eritrositi konularak ayni
sekilde inkiibe edildi ve sonuglar degerlendirildi. Boylece ¢alismada izole edilen suslarin

hangi hemagliitinin (H1-H16) alt tipinden oldugu belirlendi.

¢ Inkiibasyonu takiben pleyt, hafifce egimli tutularak gdzyas: tarzindaki akintinin olusup
olusmadig1 gozlenerek son gozyast seklindeki akintinin oldugu diliisyon, izolatin HI

titresi olarak kabul edildi (WHO, 2002; OIE, 2008).
2.2.12. Neuraminidaz inhibisyon (NI) testi

2.2.12.1. Test icin gerekli antiserum, kimyasal madde ve soliisyonlar: NI testinde
Veterinary Laboratories Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’den saglanan antiserumlar (N1-
N9) kullamild:. Islem Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dalinda gergeklestirildi. Kullanilan antiserumlara ait detaylar tablo 10°da gosterildi.
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Tablo 10: Veterinary Laboratory Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’dan saglanan
antiserumlar (N1-N9)

NA Alt tip Izolat

N1 HIN1 A/DK/ALB/35/76

N2 HIN2 AITKY/WISC/1/66

N3 H5N3 (AJTEAL/Eng/7394-2805/06)
N4 H8N4 (A/TK/ONT/61118/68)

N5 H12N5 (A/Duck/Alberta/60/76)

N6 H13N6 (A/Gull/Maryland/704/77)
N7 H10N7 (A/CK/Germ/N/49)

N8 H6N8 (AJOST/RSA/946/98)

N9 HIN9 (A/KNOT/Eng/SW497/2002)

- 0.1M PBS (pH:5.9)
o 250 ml distile su i¢inde 3.05 gr Na;HPO, ¢ozdiiriildii.
o 500 ml distile su i¢inde 6 gr NaH,PO, ¢ozdiiriildii.
o NayHPO, ¢ozeltisi NaH,PO, iizerine pH: 5.9 oluncaya kadar yavasca ilave
edildi.
o Kullanincaya kadar 2-8 °C arasinda saklandi.
- 0.125 N H,SOy icerisinde 0.025 M sodium periodate
o 2.67 g sodium periodate, 1.75 ml H,SO, igeren 500 ml distile suda ¢ozdiirtildii.
o Hazirlandiktan sonra 2-8°C’de sakland.
- 0.5 N HCl igerisinde %?2 sodium arsenite
o Hazirlandiktan sonra oda 1s1sinda saklandi.
- 0.1 M Thiobarbituric asit (pH:9.0) (TBA)
o 14.4 g thiobarbituric asit 800 ml distile suda ¢ozdiiriildii.
o pH: 9.0 oluncaya kadar NaOH solusyonu eklendi.
o Distile suile 1 litreye tamamlandi.
o Hazirlandiktan sonra 2-8°C’de saklandi.
- Standardize fetuin
o 1 g fetuin 900 ml distile suda ¢ozdiiriildii ve 1 litreye tamamlandi.

o Solusyon hazirlandiktan sonra -20°C’de saklandi.
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2.2.12.2. Testin yapilis1

*

Testte kullanilacak 9 adet neuraminidaz alt tip antiserum ve negatif serum 0.1 M PBS
(pH: 5.9) ile 1/10 oraninda sulandirildi.

Allantoik sivi (viriis silispansiyonu), 0.1 M PBS (pH: 5.9) ile 1/20 oraninda
sulandirildu.

Her bir alt tip ve Kontroller i¢cin 20 ml’lik 11 adet kapakli tiip hazirland1 ve
numaralandirildt (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, N9, 10 viriis ve 11 blank).

Ilk tiipe sulandirilmis N1 antiserumundan 100 ul eklendi. 2 nolu tiipe N2 antiserumu,
3 nolu tiipe N3 seklinde devam edilerek, N9’a kadar bu islem yapilda.

10 nolu (viris) tiipe 100 ul 0.1 M PBS (pH: 5.9) konuldu.

11 nolu (blank) tiipe ise 200 ul 0.1 M PBS (pH: 5.9) konuldu.

11 nolu tiip hari¢ tiim tiiplere 100’er pl 1/20 oraninda sulandirilmis allantoik sivi
eklendi ve tiipler, karisimin homojen olmasi igin yavas¢a calkalandiktan sonra oda
1s1sinda (18-30°C) 20 dk inkiibe edildi.

Substrat olarak hazirlanan standardize fetuin soliisyonundan tiim tiiplere 300’er pl
ilave edildi ve karisimin homojen olmasi i¢in yavasca calkalandi.

Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

Bu siire sonunda tiim tliplere 200’er pl 0.125 N H,SOy ile hazirlanmig 0.025 M
sodium periodate ilave edildi ve hafif¢e calkalandiktan sonra 37°C’de 30 dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasi her tiipe 200’er ul 0.5 N HCI ile hazirlanmis %2’lik sodium
arsenite eklendi. Olusan kahverengi renk (Fotograf 8), tiipler yavasga ¢alkalanarak
berraklagtirildi.

Her bir tiipe 2’ser ml 0.1 M thiobarbiturik asit (pH: 9.0) ilave edildi ve hafifce
calkaland.

Tiim tiipler kaynar haldeki su banyosuna yerlestirildi ve tiiplerdeki soliisyonun rengi

pembe renge doniinceye kadar maksimum 7 dk bekletildi ve sonuglar degerlendirildi.
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Fotograf 8: Neuraminidaz inhibisyon testinde tiiplere sodium arsenit eklenmesinden sonra

kahverengi renk olusumu

2.2.12.3. Degerlendirme

¢ Tiplerin herhangi birinde soliisyon pembe renge donmiisse inhibisyon

gergeklesmediginden o alt tip neuraminidaz negatif olarak degerlendirildi.

¢ Pembe renk olusmayan agik renkli (seffaf) tiipte inhibisyon gerceklesmis oldugundan,

viriis, neuraminidaz bakimindan o alt tip olarak degerlendirildi.
10 nolu (viriis) tiipteki soliisyonlarin pembe renkli; 11 nolu (blank) tiipteki soliisyonun

ise berrak olmasi beklendi.

¢ Tiplendirilemeyen (pembe renk olusan) allantoik sivilarin  1/10  oraninda

yogunlastirilmig yeni diliisyonlar1 yapildi ve test aymi sekilde tekrar edildi (WHO,
2002; OIE, 2008).

2.2.13. Orneklerin imha edilmesi: Arastirmada kullamilan diski 6rneklerinin incelemeleri

tamamlandiktan sonra, disposible materyalleri igeren tiim artik tirlinler, Van Cimento

Fabrikasinin yakma firinlarinda imha edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Avian influenza tip A M2 RT-PCR sonuglari: Arastirma kapsaminda Van Golii
Havzasindaki rastlantisal, transit goger, kis ziyaretgisi, go¢gmen ve yerli 47 kanatli hayvan
tirtinden saglanan toplam 1910 diski materyali avian influenza tip A M2 geni yoniinden RT-
PCR ile incelendi. Incelenen 1910 diski &rneginin 51°i (%2.7) RT-PCR’da pozitif bulundu
(Tablo 11, Sekil 6a-6k).

Proje siiresince sulak alanlar ve gdl kiyilaria bitisik yerlesim yerlerinin tamaminda,
evcil kanathlar ile diger kanatlilarin temas halinde oldugu ve aymi mekani kullandiklari
gozlemlendi. Ayn1 zamanda, Yyerlesim yerlerinin tiimiinde martilarin ¢opliikleri beslenme

amaciyla kulandig tespit edildi.

Tablo 11: Ornek alinan kanatl tiirleri, statiileri, alinan 6rnek sayilari ve RT-PCR’da Al tip A

M2 pozitif olan drneklerin dagilimi

Ornek alinan tiir Alman érck RT.-I.’C“R’da
o . pozitif 6rnek

No | Latince adi Tiirkce adi Statiisii sayisi sayist (%)
1 Phalacrocorax carbo Karabatak RT 25 0
2 Philomachus pugnax Daogiisken kus TG 30 0
3 Phoenicopterus ruber Flamingo TG 77 1(1.3)
4 Cygnus cygnus Otiicii kugu Kz 70 0
5 Anas cylpeata Kasikgaga Kz 105 5 (4.8)
6 Anser albifrons Akalinl biiytik sakarca kazi Kz 23 0
7 Anas crecca Camurcun Kz 60 6 (10)
8 Anas penelope Fiyu Kz 40 9 (22.5)
9 Aythya fuligula Tepeli patka Kz 20 2 (10)
10 | Anas acuta Kilkuyruk Kz 35 13 (37.1)
11 | Aythya ferina Elmabas patka KzZ/G 83 3(3.6)
12 | Nycticorax nycticorax Gece balikgili G 44 0
13 | Ciconia ciconia Akleylek G 11 0
14 | Himantopus himantopus | Uzunbacak G 48 2(4.2)
15 | Tringa totanus Kizilbacak G 50 1(2)
16 | Vanellus vanellus Kizkusu G 43 0
17 | Merops apiaster Arikusu G 1 0
18 | Oxyura leucocephala Dikkuyruk G 20 0
19 | Hirundo rustica Is (Kir) kirlangic G 6 0
20 | Ripariariparia Kum (Kiy1) kirlangici G 38 0
21 | Motacilla flava feldegg Maskeli kuyruksallayan G 27 0
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22 | Chlidonias leucopterus Akkanat sumru G 20 0
23 | Sterna hirundo Irmak sumrusu G 20 0
24 | Anas querquedula Cikrik¢in G 10 1(10)
25 | Sturnus roseus Pembe sigircik G 10 0
26 | Corracias garrulus Kuzgun G 2 0
27 | Podiceps nigricollis Karaboyun batagan Y 25 0
28 | Tachybaptus ruficollis Bahri (Kiigiik batagan) Y 23 0
29 | Tadorna tadorna Suna Y 104 1(1)
30 | Tadorna ferruginea Angit Y 91 0
31 | Anas platyrhynchos Yesilbag 6rdek Y 105 3(2.9)
32 | Fulica atra Sakarmeke Y 97 0
33 | Larus ridibundus Karabas (Giilen) martt Y 70 1(1.4)
34 | Larus michahellis Van martisi Y 89 3(3.4)
35 | Columba livia Kaya giivercini Y 40 0
36 | Alauda arvensis Tarlakusu Y 20 0
37 | Motacilla alba Ak kuyruksallayan Y 25 0
38 | Pica pica Saksagan Y 20 0
39 | Corvus monedula Ciice karga Y 40 0
40 | Corvus frugilegus Ekin kargas1 Y 25 0
41 | Sturnus vulgaris Sigircik Y 25 0
42 | Passer domesticus Ev sergesi Y 25 0
43 | Galerida cristata Tepeli toygar Y 10 0
44 | Alectoris chukar Kinali keklik Y 20 0
45 | Gallus domesticus Evcil tavuk Y 58 0
46 | Meleagris sp. Evcil hindi Y 25 0
47 | Anser anser domesticus Evcil kaz Y 55 0
Toplam 1910 51 (2.7)

RT: Rastlantisal tiir, TG: Transit Goger, KZ: Kis Ziyaret¢isi, G: Go¢men, Y: Yerli
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Samples I Results |
Include | Color| Pos|Name | cP | Concentration | Stand... | =
D3 1034 Kasikgaga 37.82 [1.48E-1] Ean
&
H4 87 HNeg Or 3.3
B (e Enor: 0.00853 2
HS NTC (Neg Temp Cont Effciency: 2054 § o5
H6 STD 10+1 34.51 1.00E1 1.00E1 5
H7 STD 1042 32.31 8.94E1 1.00EZ 20
H8 STD 1043 28.58 5.60EZ 1.00E3 1 2 3 4 5 &
H12 Fozitif Kontrol 28.90 1.57E3 Log Concentration
@ start| |[F Lightcyclerm 480
ightCycler® 480 Software release |8 x|
Instrument:  LC480 / Not Connected Database: My Computer (Traceable)
Window: |1am4]3 INF A M2 14 J User: vetmik

Analyseslm Calling for 18-01-08 INF A M2 14

Ll
)
)
O]
&

Information IPngram: Melting, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,483-610, 483-640, 483-670]

Subset: |15-01-08 INF & M2 14
I E Melting Curves

z|a|4|5|s L R R R RN F! T
EEE .
EEEE
7212
B512
5812
sz
4412
iy bl

EEEEEE i
Rapo| 2 H BN EN = s =

Fluorestence (483-610)

=)
z
s
2.
#
o

B0 65
Temperature (°C)
[ |

Melting Peaks

a
-
@

0.708.
0833
Number of peaks: 05
3 7 None O F 8 o
@r: § 01
2
Display g 0358
{l‘ Shoulders 7 Tm [~ Area I™ Height I~ Width g =
% 0219
Samples | Melting Peaks | E
Include| Color| Pos|Name | Tmi | Tmz | 2 o148
M D3 1034 Kasikgaga 66.71 0073
H4 87 HNeg Ornek 01009
HS NTC (Neg Temp Cont
H6 STD 1041 67.35
H7? 3TD 10+2 67.01 45 50 &5 B0 &S 70 s &0
HE ST 1043 55.80 Temperature (C}
H1Z Pozitif Kontrol §7.73  65.59 ™ Manual Tm Method

ml | £ Lightcycler® 430
Sekil 6f: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler

76



LightCycler® 480 Software release 1.2.0.0625 —1=1x]
Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)
Window:  [30.01.08 INF A M2 16 User: vetmik

Analyses [2bs Cvanc/zor 30-01-08 P 1 M2 1¢ Iy

Su l_)

Infmmaliun|Prug:am: Cycling, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,283-610,453-640,483-670]
Experi-| Subset; |70 0100 10r o nn 1o = Amplification Curves
ment
4711
Subset
Editor . 4311 ﬁ
@ F ro @ I Uncertain PK
q T 3911 [ -
Sample| @ F Negative @ F Sstandard [3TP 10+5) o
Editor = = 3511 | (5T 1043) ™
Samples | Results |
Include| Color| Pos|Name | P | Concentration | Stand... | < 3 (STD 10+1)
Analysis B Cc 1128 Tepeli patka 28.08 1.64E3 Ep—
I ©c5 1130 Tepeli patka 28.50 1.19E3 S
M D3 1137 Kilkuyruk 33.81 1.95E1 8 2311
Report B 05 1142 Rilkuyruk 32.85 4.09E1 §
DS 1143 Rilkuyruk 32.62 4.88E1 £ 1 0
D10 1144 Eilkugruk 32.02 7.79E1 & gzl
D11 1145 Filkugruk 31.62 1.06EZ "
B iz 1146 Rilkuyruk 32.17 6.91EL 1411 ®
E1l 1147 Kilkuyruk 32.80 4.26E1 ot
B £z 1145 Kilkuyruk 33.4% 2.59E1 g
B E3 1149 Kilkuyruk 33.85 1.89E1 N e D_
B B4 1150 Kilkuyruk 33.71 2.11E1 - =
E5 1151 Kilkuyruk 33.08 3.42E1 -0.089 e
B E6 1152 Rilkuyruk 36.67  [2.13E0]
B ES 1154 Fiym 37.06  [1.58E0] 2 4 6 8 101214 16 15 20 22 24 25 23 30 32 34 36 38 40 42 94 46 45 S0 52 54 f
B £s 1155 Figu 36.46  [2.50E0] VEES
B Ei0 1156 Figu 35.88 [4.60E0] | ——)
W Eil 1157 Fiyu 36.52  [2.39EQ] Standard Curve
E1z 1158 Fiyu 36.01  [3.57EQ]
B s 1161 Fiyu 36.27  [2.91E0] Ea“
W r5 1163 Fiyu 36.71  [2.08E0] g2
< an
M 7 319 Ney Ornek Entor: 0174 2
HI STD 10+1 34.486 1.18E1 1.00E1 Effciency: 2168~
B Ez STD 1043 29.15 7.19E2 1.00E3 8.,
H3 STD 1045 22.55 1.18E5 1.00ES -
M B4 NTC (Neg Temp Cont 1 2 3 4 5
Hil Pozitif Kontrol — 24.34 Z.96E4 Log Concentration
Apply N ilter Comb. N|{ Color Comp Std Curve
ot Calculat
[ Template | otes oleutate 183610 o | M nnm
@ Information 10/22/2008 5:00:32 FM Initialisation of Instrument. RunSequencer, Detection done.
A @ Information 10/22/2008 S$:00:33 PM Initialisation of Instrument Tinished.
4 start| || LightCycler® 480

LightCycler® 480 Software release 1.2.0.0625
Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)

Window:  [30.01.08 INF A M2 16 User: vetmik
Analyses [T calling for s0-01-06 F 4 M2 16 B

Sum.

Information [Program: Melting, Color Compensacion: Multicolor Compensacion 25-01-2008 (€C) [483-533,483-610,483-640,483-670]
[— r 7

xperi- 2

P Number of peaks: Melting Curves

ment

() ¥ None OF1
subset| @ F2
Editor _
Display ===
Sample Shouiders ¥ Tm [ Area [ Height [ Width
Editor | . 4
Samples | Metting Peaks | .
Include | Color| Pos|Name | Tm1 | Tmz | g
Analysis| B 6 1125 Tepeli patka 65.11 ) =
B <& 1130 Tepeli patka 64.60 2352
M 0 1137 Rilkuyruk 66.53 . = 5 = 5 s
Report B 05 1142 Rilkuyruk 66.17 Temperature (°C)
D9 1143 Kilkuyruk £5.01
D10 1144 Kilkuyruk 66.64 Melting Peaks
D11 1145 Kilkugrui 66.49
B D12 1146 Rilkuyruk 66.32 0.518-
E1 1147 Kilkugruk 66.17 —
B E2 1148 Rilkuyruk 66.42
B E3 11459 Rilkuyruk 66.32 0.418
B =4 1150 Rilkuyruk 65.66 g oms
ES 1151 Kilkuyruk 65.75 cpre
B =6 115z Rilkuyruk 66.11 =
B = 1154 Fign 56.21 [ a2=
M =0 1155 Figm £6.08 E 0218
B E10 1156 Figu £6.09 £ oies
M c£11 1157 Fiyu 65.82 “;'. s
E12 1158 Fiyu 65.98 3
B F3 1161 Fiyu 65.49 T 0.088
B F5 1163 Fiyu 54.72  60.83 0018
B 7 413 Neg Ornek 46.04 a6
Hi STD 10+1 65.18
L] @ em e o4z 45 50 3 & 65 ki 75 &0
= H3 STD 1045 63.54 Temperature (°C)
Ha NTC (Neg Temp Gont
H11 Pozitif Kontrol  61.08 (o et} O o)
Apply N Filter Comb. N|[ Color Comp Max Peaks HybProbe
[ Template | ]| Notes IR 483510 o | Ml eoriesy) Format

(@ Information 10/22/2008 5:00:32 PH Initialisation of Instrument. RunSequencer, Detection done.
A (@ Information 10/22/2008 5:00:33 PH Initialisation of Instrument finished.

@start| |[ T Lightcyelers 480

Sekil 69: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler
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htCyclers 480 Software release 1 625

Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)

Window: |uauzua INF A M2 18 User: vetmik

Analyses|mas Quant,/ 05-0z-08 INF A N2 18 ....
Inlnrmatinnlprnyram: Cycling, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,%483-610,%83-640,463-670], Standard Curve: E
. Subset [05-02-08 TNF & M2 15 = Amplification Curves
3377
3077
2777
2477
& 2177
|Analysis| H
g 1577 |
3
g
Report £ 1577
] WSTD 10+5)
g 1277
z WiETD 1043}
0977
0677 1166
0377 170
0077 1207
HTC
. 2 4 B 5 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44 46 43 50 52 54
@ I Positive @ I Uncertain Cycles
@ ¥ Negative @ © Standard
= =1 Standard Gurve
Samples | Results [
Include | Color| Pos|Name | P | Concemtration | Stand...| 35
A3 1166 Fiyu 32.97 5.26E1 ESD
&
A7 1170 Fiyu 31.47 1.51E2 Error: 0.00767 E,
D1 Pozitif Kontrol 31.84 1.17E2 Efficiency: 1.999 g2
D11 1207 Neg Kontrol &
T3 STD 10+3 25.01 1.65E% e
F4 STD 10+5 22.09 1.00ES 1.00ES B 3 3 A
F5 NTC (Ney Temp Cont Log Concentration
(@ Informacion 10/24/2008 11:16:23 AN Initialisation of Instrument. RunSequencer, Detection done. =l
A @Infurmaclun 10/24/2008 11:16:23 AN Initiaslisation of Instrument finished. j

480 Software release 625

Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)

Window: |na4]2m; INF A M2 18 User: wvetmik

AI’IZ|ySE§|']\n Calling for 08-02-08 INF i M2 18
Infurmaﬁuanrugrsm: Melting, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,483-610,483-640, 483-670]
Subset: |00 05 THEoLoMD 15
. I =l Melting Curves
1] 2f a4 5|5|7|s sm|n|12| o
Al N | | | o
& 5750
v H EEEE B o
| g—ﬂﬁﬁﬂ
c [ | HEE B B g
B || | | B
— 5 2.750:
N = 2150
lanalysis| _E EEE B m -
¥s! 1550
F ‘ ‘ 0950
G 45 50 55 &0 &5 T 75 a0
H Temperature (°C}
W
Melting Peaks
0359
0.38
Number of peaks:
0279
() 7 None OF1 =
: 0239
®F: §
= 0199
= H
Display § 0158
(l‘ Shoulders 7 Tm [~ Area [ Height [~ Width £ oi1s
Z
Samples =
Include | Color| Pos | Name = .
43 1166 Fiyu £5.96
A7 1170 Fiyu 60.92 -0.001
DL Pozitif Fontrol £6.24 0041
D11 1207 MWeg Kontrol

F3 STD 1043 63.69 45 50 55 60 B5 0 s &0
F4 STD 1045 63.54 Temperature (°G)
F5 NTC (Neg Temp Cont T~ Wanual Tm Method

R RN R
olnfnrmatjnn 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisarion of Instrument. RunSequencer, Derection done. ;‘
m‘@lnfnrmatjnn 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisation of Instrument finished.
Wistart| |[Fughcydern o
Sekil 6h: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler
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LightCycler® 480 Software release 1.2.0.0625
Instrument:  LCA80 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)
Window:  [13.03.00 INF A M2 24 User: vetmik
Analyses [2os Cvanc/ 13-03-08 P 2 M2 24 ....
Infmmaliun|Prug:am: Cycling, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,283-610,453-640,483-670]
. Subset: [13-03-08 INF & Mz 24 = Amplification Curves
4760 |
4360
3960 |
3560
_. 360
Analysis H
= o 2760
g
8 2380
Report g
§ 1000
El W (STD 10+6)
i 1560
(STD 10-+4)
1460
W (STD 1042}
0760
W o380
@ F Positive @ I Uncertain A —
@ F Hegative @ F Standard
Le 21 2 4 6 8 101214 16 15 20 22 24 25 23 30 32 34 36 38 40 42 94 46 45 S0 52 54
Samples | Results | Cyeles
Include| Color| Pos|Name | e |c | Stand... | e
C7 1585 Yesilbas ord 34.80 7.25E0
u E ) Standard Curve
I D7 1597 Yesilbas ord 34.04  [1.2BE1]
B F2 1616 Yesilbas ord 33.58  [1.80E1] -
B G5 1631 Rilkuyruk 34.75  [7.55E0] Ex
GG 1634 Neg Ornek =
u < Enor: 0.0557 o2
B 57 NTC (Neg Temp Gont Efficizncy: 2107 e
W HEs 3TD 1042 3l.21 1.05EZ 1.00E2 gz
HO STD 10+4 25.24 9.03E3 1.00E4 ke
W H10 STD 10+6 18.85 1.05E6  1.00E6 3 3 i & 5
M Hiz Pozitif Fontrol — 22.86 5.33E4 Log Cancentration
@ Information 10/22/2008 10:56:25 AM Initialisation of Instrument. BunSequencer, Detection done.
A @ Information 10/22/2008 10:56:25 AM Initialisation of Instrument finished.
4 start| || LightCycler® 480
LightCycler@ 480 Software release 1625
Instrument:  LCA80 / Standby (no MVUP) Database: My Computer (Traceable)
Windor |134]31|a INF A M2 24 User: vetmik

Analysesl'l‘m Calling for 13-03-08 INF A M2 24

Infnlmalinnl?rnyram: Melting, Color Compensation: Multicolor Compensstion 25-01-2008 (GC) [483-533,483-610,483-640,483-670]

Subset: [13-03-08 T0F & Mz 24

Melting Curves

7420
60201
6429
4 5929
% 5420
EQHZQV
sza
£ 390
2 3429 ————X
2920
2 = —
45 =0 55 60 65 70 75 a0
Temperature (*C)
[t ]
Melting Peaks
Number of peaks:
0.470
() ¥ Hone O F
0420
@Fr:
0.370
g
Display & 0320
2
’VI' Shoulders ¥ Tm I~ Area I~ Height I~ Width 8 amm
5
Samples | Melting Peaks | £ 02
Include| Color| Pos [Name | Tm | Tm2 | g 0470
M <7 1585 Yesilbas ord 66.15 2 .
B 17 1597 Yesilbas ord 66.16 E
M 2 1616 Yesilbas ord 66.19 T o070
M 55 1631 Kilkuyruk 66.30 A
M G5 1632 Neg Ornek 43.91
B &7 nTC ey Temn cont e
B =5 =TD 10+2 67.40
HS STD 10+4 64.58 5 & & = 3 &
Il EH10 2TD 1046 64.64 Temperature (°C)
[ =12 Pozitif Kontrol 61.47 ™ Manual Tm Method
]
AM Initialisacion of Instrument. RunSeguencer, Detection done.
AN Initialisation of Instrument finished.

(@ Inforwation 10/22/2008 10:56:28
A @ Inforwation 10/22/2008 10:56:28

Wstant] |[Frigwerdernamn
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480 Software release

Instrument:

625

LC480 / Standby (no MWP)

Database: My Computer (Traceable)

Window:  [19.03.08 INF A M2 26

User: vetmik

Analyses[ibs Quanc/ 13-03-08 INF A M2 26 .... .
Information [Frogram: Cyeling, Color Compensation: Multicolor Compensstion 25-01-2008 (OC) [483-533,463-610,483-640, 453-570]
. Subset: [19-03-08 Inr & M2 26 ication Curves .
5002
= .
. o
3502
N g
\Analysis| & 3002
g
3 250
W(STD 1046
Report § ! !
g (STD 10+4)
2
z
1502 WiSTD 1042)
" .
0502
@ F positive @ I uncentain 0.002- it s .
’ 1682
O F Negative @ ¥ standar
= = 2 4 6 5 1012 14 16 15 20 22 24 26 28 90 32 34 3b 33 4D 42 44 46 48 50 52 54
Samples I Results Cycles
Include | Color| Pos | Name \ CP | Concentration | Stand e
C2 1689 Neg Ornek
g Standard Curve
610 1752 Camurcun 33.66  [2.41F1]
Ha 1758 Camurcun 35.02 [5.05E0] ié
HS 1755 Camurcun 33.81  [2.1581] E
H? NTC (Neg Temp Cont &
(e e Enor 0.00325 26
HE STD 1042 31.68 1.00E2  1.000  Efficiency: 205 24
H9 STD 1044 25.30 9.94E3 1.000 512
H10 STD 10+6 18.89 1.00E6 1.000 2L
H12 Pozitif Kontrol 19.91 4.80ES T T T T T
- Log Concentration
(@ Information 10/22/2008 10:56:28 &M Initimlisation of Instrument. Rundequencer, Detection done.
A (D Information 10/22/2008 10:56:28 &M Initialisation of Instrument finished.
@ start| |[F Lightcyclerm 480
htCycler® 480 Software release 1.2.0.0625
Instrument:  LC480 / Standby (no MWE) Database: My Computer (Traceable)
Window:  [19.03.08 INF A M2 26 User: vetmik

Analyses |1 calling for 19-03-08 WF A M 26

InfnlmalinnIFrngram: Melting, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC] [483-533,483-610,483-640,483-670]

Subset: [15-03-08 INF & M2 26

Melting Curves

[z ]a]«]=]e 5275
7775
o775
= 6775
gears
g SIS
§ 5275
gorrs
§+2rs
5 23775
Analysis s
2775
Report 42 44 45 43 S0 52 54 S5 53 6D 62 b4 G5 63 70 72 74 75 73 8O0 82 &4
P Temperature (°C)
q Melting Peaks
Humber of peaks: e
o v
() ¥ Hone O F1 o7
o
. L W 0527
=
Display g 045
’VI' Shoulders ¥ Tm I~ Area T~ Height [~ Width 3 nasr
g
Samples [ Melting Peaks | § 317
Include| Color| Pos|Name | Tmt | Tmz | S gaer
B cz 1889 meg Ormek 48.58  54.51 S
B 510 1752 Camurcun 64.45 ] 0477
[ H& 1758 Camurcun 56.31 64,01 ¥ aa07
M 55 1759 Camurcun £4.32
B {7 NTC (Ney Temp Cont (e
W 55 sTD 1042 67.38 0,033
HI STD 10+4 66.43
W 110 5TD 1046 64.45
B iz Pozitif Rontrol 61.27
I” Manual Tm Method

@ Information 10/22/2008 10:56:28 AM
A (@ Information 10/22/2008 10:55:28 AN
#start| |[ T Lightcyclers 480

Sekil 6i: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler

Initialisation of Instrument. RunSequencer, Detection done.

Initialisation of Instrument finished.
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LightCycler® 480 Software release 1 0625
Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)
Window:  [19.06.08 INF A M2 30 | User: vetmik
Analyses [2os Cvanc/ 19-06-08 P 2 Mz 30 | .... .
Information [Progrem: Cyeling, Coler Compensation: Multicolor Compensstion 25-01-2008 (CC) [483-533,483-610,453-640,483-670], Standard Curve: E
Subset: [15-06-06 INF & 12 30 Amplification Gurves .
4562 K
- e .
B 3762
€ = .
= 2962
o 2
£ 2562
E E’ 37
§ 2462
F E e .
El
G = el (STD 10+5)
" A WI(STD 10+3) .
0562 | 36
e .
NTC
2 4 6 G 1012 14 16 15 20 22 24 25 28 30 32 34 3 38 40 42 44 45 43 50 52 54
Cycles
@ ¥ positive @ I uncertain
() F Hegative @ ¥ standard Standard Gurve
- =
Samples [ Results | ES
Include | Color| Pos|Name | cP | Concentration | Stand... | £
g
36 Kasikgaga 35.1z  [6.23E0] Ejror, 0.00767 ES
37 Kasikoags 31.74 1.10E2 Efficiency: 1.999 B
Pozitif Kontrol 19.95 3.85ES 5
STD+3 28.55 1.00E3 1.00E3 L
STD+5 21.87 1.02E5 1 2 3 4 5
NTC (Neg Temp Cont Log Concentration

[ ]
(@ Inforwation 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisation of Instruwent. BunSequencer, Detection done.
A (@ Information 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisation of Instrument finished.

#start| |[ 5 Lightcyclers 430

ightCycler® 480 Software release 1.2.0.0625
Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Datahase: My Computer (Traceable)
Window:  [19.06.08 INF A M2 30 User: vetmik

Analyseslm Calling for 19-06-08 INF A N2 30

L«
(&)
@
@
®

InfnlmalinnIFrngram: Melting, Color Cowpensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,483-610,483-640,483-670]

Subset: |15-06-08 INF & Mz 30
I [] Melting Curves .
8212
’_’_'_ 7512
aaeu—\
’_’_,_ & 6112
8 5412
g a2
g am2
Sﬁﬁﬂ
S2s12
Analysis 1812
1212
051
45 50 55 60 65 0 75 80
M T Tomporotura ¢c) .
Melting Peaks
v .
0.467
Number of peaks: i
&
() ¥ None OF1 B 0E
=
8 oa7
er: £ oor
&
Display § o7
5
[ Shoulders ¥ Tm [~ Area [~ Height [~ Width 32 087
&) Z
- £ o117
Samples | Melting Peaks | g
Include| Color| Pos|Name | Tm1 | Tmz | " (T
| H3 36 Kasikgaga 67.64 0.017-
I H3 37 Kasikgaga 66.90 0.033 /" - zw
M E5 Pozitif Eontrol 64.98
W 510 5TD+3 64.37
Hi1 STh5 s 24 45 50 E &0 65 70 7 &0
@ Temperature (°Ch
Hi2 NTC (Neg Temp Cont
u LB 2 e I™ Manual Tm Method

@Infﬂrmatlﬂn 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisation of Instrument. BunSequencer, Detection done.
m‘@ Information 10/24/2008 11:16:23 AM Initialisation of Instrument finished.
#istart| |[Fightcyclerm4s0
Sekil 6j: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler
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80 Software release

LightCycler 625

Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)

Window: |u4m'ua INF A M2 31 User: vetmik

AnalyseslAhS Quant/for 04-07-08 INF A4 M2 31

Infnlmalinnl?rngram: Cyeling, Color Compensation: Multicolor Compensstion 25-01-2006 (CC) [483-533,483-610,483-640,483-670]

Subset: |04707705 INF L M2 3L

5614
5114
4814
D L
DDDD & 3614
Analysis| =
&
DDDDDD DDD g 9
z
Report DDDDDDDDDDDD g 2e18
§ 2ns WSTD 10+6)
1614 W(STD 10+%)
o (STD 10+2)
@ F Positive @ I Uncentain
D ¥ hegative @ F Standard 0814
= =
Samples I Results | 0114
Include| Color| Pos [Name | _cP | Concentration | Stand... |
14 1858 Neg Ornmek
2 4 B 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 35 40 42 44 45 45 50 52 54
B3 1870 Uzunbacak 31.31 1.37E2 Cycles
B 37 1872 Uzunkacak 31.99 &.45E1
(=]
B c1 1880 Kizilbacak 33.48 2.72E1
B cc 1986 Elmabas patka 35.36  [5.85ED] Standard Curve
M cs 1883 Flemingo 34.15 1.60E1 35
B D7 1899 Cikrikein 35.14 [7.04E0] &
D11 1903 Van martisi 30.34 1.79E2 HEe
Error: 0.00179 =
HE Pozitif Kontrol — 21.15 2.05ES 2
L Efficiency: 2055 g 25
HY STD+2 31.76 9.93E1 1.00E2 8
M EH10 5TD+4 25.34 1.01E4 1.00E4 o
M EH11 5TD+6 18.98 9.93E5 1.00E6
i 2 3 4 5 [
B EH12 NTC (Neg Temp Cont Log Concentration

.‘@ Information 10/24/2008 11:16:23 LM Initialisation of Instrument. RunSeguencer, Detection done.

(@ Informacion 10/24/2008 11:16:23 &M Initialisation of Instrument finished. j

& start| |[ T Lightcyclerm 480

480 Software release

htCycler 625

Instrument:  LC480 / Standby (no MWP) Database: My Computer (Traceable)

Window:  [04.07.08 INF A M2 31 User: vetmik

Ana|ysgs|m Calling for 04-07-08 INF & M2 31

Infurmaﬁuanrugrsm: Melting, Color Compensation: Multicolor Compensation 25-01-2008 (CC) [483-533,483-610,483-640, 483-670]

Subset: |02-07-08 INF & H2 31
I =l Melting Curves

| 1 234|556 7|89 w 1|12
i EE m EEEE
SO mE EE EN

i EE EE
D

X mm EEE N
: [ n

Fluorescence (483-610)

B
s
£s
@

s L] [ ] ]
L E 65
Report
Number of peaks: e 9
- g
() ¥ None OF MeHing Peaks
@r:
0.832
Display 0.742
’]_ Shoulders ¥ Tm [~ Area I Height I Width 0.652
& 0562
Samples &
Include | Color| Pos | Name £ nam2
5
14 1859 Neg Ornek FJ-
B3 1870 Uzunbacak 67.03  60.76 14
B 57 1874 Uzunbacak 63.57 § 022
B i 1680 Kizilbacsk 66.41 = gz
B 6 1886 Elmabas patka 55.41 5
B c¢° 1589 Flaminge 57.40 S o2
B D7 18099 Cikrikein £6.20 0.022 == e
D11 1903 Van martisi  64.53 = =
B H& Pozitif Kontrol 63.76 D08
HY STD+2 £6.55
W Hi0 STD+a 65.52 4 E 55 &0 65 0 75 E
W H1 STD+s 63.58 empeatureiiic)
B HI2 NTC (Neg Tewp Cont I” Manual Tm Method

(O Information 10/24/2008 11:16:23 EM Initialisation of InStrument. RunSequencer, Detection done.
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Sekil 6k: RT-PCR’da avian influenza tip A M2 pozitif bulunan 6rnekler
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RT-PCR’da pozitif bulunan 6rnekler; incelen 47 kanathi hayvan tiiriiniin 14’tinden
(%29.8) toplanan 896 diski materyalinin 51 (%5.7) tanesinde tespit edildi. Al tip A M2
yoniinden pozitiflik Anas acuta (Kilkuyruk), Anas clypeata (Kasikgaga), Anas crecca
(Camurcun), Anas querquedula (Cikrikcin), Anas platyrhynchos (Yesilbas ordek), Anas
penelope (Fiyu), Aythya ferina (Elmabas patka), Aythya fuligula (Tepeli patka), Himantopus
himantopus (Uzunbacak), Larus michahellis (Van martis1), Larus ridibundus (Karabas-Giilen
martt), Phoenicopterus ruber (Flamingo), Tadorna tadorna (Suna) ve Tringa totanus
(Kizilbacak) tiirlerinde saptandi (EK-2).

RT-PCR ile pozitiflik saptanan diski 6rneklerinin toplandigi 14 kanath tiiriniin 9’u
(%64.3) Anseriformes, 4’1 (%28.6) Charadriiformes ve 1’i de (%7.1) Phoenicopteriformes
takimina ait tiirlerden toplandi. Pozitif 51 6rnegin 38’1 (%74.6) 2006, 2007 ve 2008 yillarinin
ocak-subat-mart-nisan aylarimi kapsayan 1. dénemde, 9’u (%17.6) 2006 ve 2007 yillariin
eyliil-ekim-kasim-aralik aylarini1 kapsayan III. donemde, 4’1 (%7.8) ise 2008 yilinin mayis-
haziran-temmuz-agustos aylarmni kapsayan II. doneminde toplandi. Pozitif 6rneklerin yillara
gore dagilimi degerlendirildiginde; en yiiksek oran %8.6 ile 2008 yilinda goriildii. Bu oran
2007 yilinda %6, 2006 yilinda %3.5 olarak belirlendi. RT-PCR Al M2 pozitif 51 6rnegin 35
(%68.6) tanesi bes adet kis ziyaretgisi tiirden, 8 tanesi (%15.7) dort yerli tiirden, 4 tanesi
(%7.8) ii¢ gogmen tiirden, 3 tanesi (%5.9) hem kis ziyaret¢isi hem de gogmen olarak
statiilendirilen bir tiirden ve 1 tanesi de (%2) transit goger bir tiirden alinan disk1 6rneklerinde
saptandi. Hayvan statiileri dikkate alindiginda, en yiiksek pozitiflik kis ziyaretcisi olan
kilkuyruk (%37.1) ve fiyu (%22.5) 6rdek tiirlerinde tespit edidi (Tablo 12).
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Tablo 12: RT-PCR ile Al tip A M2 geni yoniinden pozitiflik saptanan tiirler, statiileri,

toplanan diski 6rneklerinin yillara ve alindigi donemlere gore dagilimi

RT-PCR’da Al tip A M2 pozitif olan

Pozitif 6rneklerin yillara ve alindigi donemlere gore dagilim

diskilarin toplandig tiirler = 2006 2007 2008 £ -
Latince ad1 E = E Q
o Tiirkce adi s I 1 i | i | | 1 3 gj °©
Z | (Takim ady) ) =
Phoenicopterus ruber . - - 20 - | 20| 32 - 5 77
1 . . Flamingo TG
(Phoenicopteriformes) @ @ 13
Anas cylpeata 20 | - 20 1 20 | - | 45 - - 105
2 . Kasikgaga Kz
(Anseriformes) 4) (1) (5) 4.8
Anas crecca - - 20 - - | 30 10 - 60
3 . Camurcun KZ
(Anseriformes) 3) (3) (6) 10
Anas penelope . - - - 20 | - - 20 - 40
4 . Fiyu KZ
(Anseriformes) 9) 9 | 225
Aythya fuligula . - - - - - - 20 - 20
5 . Tepeli patka Kz
(Anseriformes) (2) 2 10
Anas acuta - - - 20 | - - 15 - 35
6 . Kilkuyruk Kz.
(Anseriformes) (12) (1) (13) | 371
Aythya ferina - 120 - 30| - 5 25 3 83
7 . Elmabas patka | KZ/G
(Anseriformes) 2 1) ®3) 3.6
Himantopus himantopus - 120 - - 118 - 10 - 48
8 . Uzunbacak G
(Charadriiformes) 2 (2) 4.2
Tringa totanus 40 | - - - - - 10 - 50
9 . Kizilbacak G
(Charadriiformes) (1) (1) 2
Anas querquedula - - - - - - 5 5 10
10 . Cikrik¢in G
(Anseriformes) 1) 1) 10
Tadorna tadorna - - 20 | 35| 20| 29 - - 104
11 . Suna Y
(Anseriformes) (1) (1) 1
Anas platyrhynchos . 20 | - 20 | 60 | - - 5 - 105
12 . Yesilbas 6rdek Y
(Anseriformes) 3) 3) 2.9
13 Larus ridibundus Karabas v - - - 70 | - - - - 70
(Charadriiformes) (Giilen) mart1 1) () 14
Larus michahellis 40 | - - 20 | - 10 10 9 89
14 . Van martisi Y
(Charadriiformes) ) () ®3) 34
Toplam 6rnek sayis1 | 120 | 40 | 100 |275| 58 | 151 130 22
(Pozitif 6rnek sayis1) | (2) | - ™ 1en| - | @ 9) 4
Yillara gére toplam drnek, (pozitif 6rnek) sayisi ve ylizdesi 260 (9) %3.5 484 (29) %6 | 152 (13) %8.6 | 896 | (51) | 5.7

(1): Ocak-subat-mart-nisan; (I1): Mayis-haziran-temmuz-agustos; (111): Eyliil-ekim-kasim-aralik

TG: Transit goger, KZ: Kis ziyaretcisi, G: Gogmen, Y: Yerli
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Pozitif 6rnekler yogun olarak Cakirbey—Er¢ek-Gorlindii go¢ hatti tizerindeki sulak
alanlardan toplanan diski orneklerinde elde edildi (Sekil 7). Ayni tarihlerde ayni mekani
paylasan farkli kanatli tiirlerinden alinan 6rneklerin RT-PCR sonuglar1 degerlendirildiginde;
14 Mart 2007°de Cakirbey’de kilkuyruk ve fiyudan, 16 Nisan 2008’de Doneme¢ Deltasinda
uzunbacak ve kizilbacaktan, 14 Mayis 2008’de Ergek Golii ve buna yakin bir habitat olan
Karagiindiiz Koyiinde flamingo ve elmabas patkadan alinan diski 6rneklerinde pozitiflik
saptandi. Pozitif 6rneklerin toplandig tarih, yer ve 6rnek sayilari tablo 13 ve sekil 7°de

sunuldu.

Tablo 13: RT-PCR’da Al tip A M2 yo6niinden pozitif bulunan 6rneklerin alindiklari tarih, yer

ve Ornek sayilarina gore dagilimi

Ornek ahnan tiir Ornek alum ) Aymi tarihte| Aym tarihte
Latince ads Tiirkee ad: tarihi Ornek alinan yer  [alinan 6rnek| pozitif 6rnek
sayisi sayisi
Larus michahellis Van martisi 24.02.06 Sthke Gélit 20 2
Anas cylpeata Kasikgaga 15.09.06 Karagiindiiz Koyii 20 4
Anas crecca Camurcun 21.11.06 Karagiindiiz Koyii 20 3
Anas platyrhynchos Yesilbas ordek 23.01.07 Havaalani-Edremit 40 2
Anas platyrhynchos Yesilbas ordek 22.02.07 Anzaf Kale onii 20 1
Aythya ferina Elmabag patka 04.03.07 Serhat Lisesi 10 2
Anas acuta Kilkuyruk 14.03.07 Cakirbey 20 12
Anas penelope Fiyu 14.03.07 Cakirbey 20 9
Larus ridibundus Karabag (Giilen) marti 28.03.07 Arin Goli Karsiyaka 20 1
Tadorna tadorna Suna 10.12.07 Goriindi Deltast 5 1
Anas cylpeata Kasikgaga 31.12.07 Bendimahi Deltas1 10 1
Aythya fuligula Tepeli patka 28.01.08 Celebibag Sazlig 10 2
Anas acuta Kilkuyruk 05.03.08 Donemeg Deltasi 15 1
Anas crecca Camurcun 12.03.08 Cakirbey 10 3
Himantopus himantopus Uzunbacak 16.04.08 Doénemeg Deltast 10 2
Tringa totanus Kizilbacak 16.04.08 Donemeg Deltasi 5 1
Phoenicopterus ruber Flamingo 14.05.08 Ercek Golu 5 1
Aythya ferina Elmabag patka 14.05.08 Karagiindiiz Koyt 3 1
Anas querquedula Cikrikgin 28.05.08 Ercek Goli 5 1
Larus michahellis Van martis1 12.06.08 Sihke Goli 9 1
Toplam 6rnek sayisi 277 51
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12 Adet pozitif

9 Adet pozitif

® 1 - 4 Adet pozitif
o’l o

Sekil 7: Pozitif bulunan 6rneklerin diski alinan merkezlere gére dagilim

Proje siiresince Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarina hastalik siiphesiyle 6lii olarak getirilen 6 adet karga, 2 adet
tavuk, 2 adet giivercin, 1 adet karabatak ve 1 adet kaz olmak iizere toplam 12 hayvanin i¢
organlarindan hazirlanan inokulumlar ile Yiiziincii Y1l Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi, Cocuk polikliniginden hastalik stiphesiyle gonderilen 7 trakheal aspirattan olusan
toplam 19 numune RT-PCR’da negatif bulundu.

3.2. H5N1 RT-PCR sonugclari: Proje kapsaminda bulunmamakla birlikte; RT-PCR ile M2
pozitif bulunan 51 6rnek, RT-PCR’da H5NI1 spesifik primerlerle analiz edilerek mevcut

pozitif numuneler iginde H5N1 alt tipinin varligi arastirildi.

RT-PCR testi test sonucunda, 36 ve 37 nolu ornekler logaritmik faza giriste bir deger
vermemis olmamakla birlikte; 29, 36, 37 ve 39 nolu ornekler, H5 analizinde pozitif pik
olusturdular. Ayn1 6rneklerin N1 analizlerinde tam bir pozitiflik saptandi1 (Tablo 14, Sekil 8
ve 9). Sonug¢ olarak, RT-PCR ile 4 6rnek (%7.8) HSN1 pozitif bulundu. Pozitif bulunan
ornekler 15 Eyliil 2006 tarihinde, Er¢ek Goli kenari, Kargiindiiz Kdyiinde kasikgaga tiirii

ordeklerden toplandi.
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Tablo 14: RT-PCR ile M2 pozitif bulunan 6rneklerin RT-PCR’da H5N1 analiz sonuglari

Ornek alinan tiir

No Ornek No | Latince ad1 Tiirkce adn Statiisii RT-PCR
1 1889 Phoenicopterus ruber Flamingo TG -
2 29 Anas cylpeata Kasikgaga Kz H5N1
3 36 Anas cylpeata Kasikgaga Kz H5N1
4 37 Anas cylpeata Kagikgaga Kz H5N1
5 39 Anas cylpeata Kagikgaga Kz H5N1
6 1034 Anas cylpeata Kagikgaga Kz -
7 42 Anas crecca Camurcun Kz -
8 52 Anas crecca Camurcun Kz -
9 55 Anas crecca Camurcun Kz -
10 1752 Anas crecca Camurcun KZ -
11 1758 Anas crecca Camurcun KZ -
12 1759 Anas crecca Camurcun Kz -
13 1154 Anas penelope Fiyu Kz -
14 1155 Anas penelope Fiyu Kz -
15 1156 Anas penelope Fiyu Kz -
16 1157 Anas penelope Fiyu Kz -
17 1158 Anas penelope Fiyu Kz -
18 1161 Anas penelope Fiyu Kz -
19 1163 Anas penelope Fiyu Kz -
20 1166 Anas penelope Fiyu Kz -
21 1170 Anas penelope Fiyu Kz -
22 1128 Aythya fuligula Tepeli patka Kz -
23 1130 Aythya fuligula Tepeli patka Kz -
24 1137 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
25 1142 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
26 1143 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
27 1144 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
28 1145 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
29 1146 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
30 1147 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
31 1148 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
32 1149 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
33 1150 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
34 1151 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
35 1152 Anas acuta Kilkuyruk Kz -
36 1631 Anas acuta Kilkuyruk KZ -
37 594 Aythya ferina Elmabag patka KzZ/G -
38 596 Aythya ferina Elmabas patka Kz/G -
39 1886 Aythya ferina Elmabag patka Kz/G -
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40 1870 Himantopus himantopus Uzunbacak G
41 1874 Himantopus himantopus Uzunbacak G
42 1880 Tringa totanus Kizilbacak G
43 1899 Anas querquedula Cikrik¢in G
44 844 Tadorna tadorna Suna Y
45 1585 Anas platyrhynchos Yesilbas ordek Y
46 1597 Anas platyrhynchos Yesilbas ordek Y
47 1616 Anas platyrhynchos Yesilbas ordek Y
48 742 Larus ridibundus Karabas (Giilen) mart1 Y
49 435 Larus michahellis Van martist Y
50 440 Larus michahellis Van martisi Y
51 1903 Larus michahellis Van martisi Y

TG: Transit goger, KZ: Kis ziyaretcisi, G: Gogmen, Y: Yerli
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Sekil 8: RT-PCR’da H5 pozitif 6rneklerin analiz sonuglari (29, 36, 37, 39)
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Sekil 9: RT-PCR’da N1 pozitif 6rneklerin analiz sonuglar1 (29, 36, 37, 39)
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3.3. Agaroz jel elektroforez sonuclari: Sunulan bu proje kapsaminda olmamakla birlikte,
M2 gen bdlgesine spesifik 250-bp ve internal kontrole ait 318-bp’lik bantlar1 goriintiilemek

amaciyla, bazi pozitif ve negatif 6rneklerin RT-PCR f{iriinleri agaroz jel elektroforez ile analiz
edildi ve bu bantlar goriintiilendi (Fotograf 9 ve 10).

—>» 318 bp
—>» 250 bp

Fotograf 9: RT-PCR iirlinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezdeki goriintiisii: 3 ve 9: RT-
PCR’da avian influenza tip A negatif olan digki 6rnekleri (internal kontrolleri
pozitif-318 bp); 1, 2, 4, 5 ve 7: RT-PCR’da avian influenza tip A pozitif digki
ornekleri-250 bp (internal kontrolii pozitif-318 bp); 6: Marker (100 bp DNA

Ladder Plus, SM0241, Fermentas); 8: Pozitif kontrol (RT-PCR standardi); 10:
Negatif kontrol (DNase, RNase free distile su)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

> 318-bp
> 250-bp

Fotograf 10: Al tip A M2 pozitif RT-PCR {iriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezdeki
gorilintiisti: 1, 2 ve 3: RT-PCR’da avian influenza tip A negatif olan disk
ornekleri (internal kontrolleri pozitif-318 bp); 4, 6 ve 7: RT-PCR’da avian
influenza tip A pozitif digki 6rnekleri - 250 bp (internal kontrolii pozitif-318
bp); 5: Marker (100 bp DNA Ladder Plus, SM0241, Fermentas); 8 ve 9:
Negatif kontrol (DNase, RNase free distile su)

92



RT-PCR’da H5N1 pozitif 6rneklerin, proje kapasaminda olmamakla birlikte, elde
edilen amplikonlar1 agaroz jel elektroforezde kosturuldu. H5 (161-bp) ve N1 (198-bp) alt
tiplerine spesifik bantlar goriintiilendi (Fotograf 11, 12 ve 13).

bp

—1031
— 500

— 198
— 161

Fotograf 11: H5N1 alt tipine ait RT-PCR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezdeki
goriintlisii. 1: Negatif kontrol (DNase, RNase free distile su) 2: (Marker 100 bp
DNA Ladder Plus, SM0241, Fermentas); 3: Pozitif kontrol (Referans H5N1

Bornova susu)
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Fotograf 12: H5N1 alt tipine ait RT-PCR iirinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektroforezdeki gérintiisii. 1, 2, 3, 4
ve 6: RT-PCR H5N1 negatif 6rnek; 5: Marker (100 bp DNA Ladder Plus, SM0241, Fermentas); 7:
Pozitif kontrol (Referans H5N1 Bornova susu); 8 ve 9: RT-PCR H5NI1 pozitif 6rnek (29 ve 39

nolu érnekler); 10: Negatif kontrol (DNase, RNase free distile su)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fotograf 13: H5N1 alt tipine ait RT-PCR iiriinlerinin %1.5’Iuk agaroz jel elektroforezdeki goriintiisii. 1 ve 2:
Negatif 6rnek; 3 ve 4: RT-PCR H5N1 pozitif 6rnek (36 ve 37 nolu 6rnek); 5: Marker (100 bp
DNA Ladder Plus, SM0241, Fermentas); 6: Negatif kontrol (DNase, RNase free distile su); 7 ve 8:
Negatif 6rnek; 9: RT-PCR H5N1 pozitif 6rnek (29 nolu 6rnek); 10: Pozitif kontrol (Referans

H5N1 Bornova susu)
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3.4. Embriyolu tavuk yumurtalarina inokulasyon sonuglari: RT-PCR ile Al tip A M2 geni
bakimindan pozitif bulunan 51 6rnegin PCR ve viriis izolasyonu ig¢in iki seri olarak toplanan
diski numuneleri karistirildi ve bu karisimdan hazirlanan inokulumlarin embriyolu tavuk
yumurtalarina  ekimleri, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nde
gerceklestirildi. Bu amagla; her bir ornek igin 9-11 giinliikk 5’er adet embriyolu tavuk
yumurtasi kullanildi. Ik inokulasyon sonrasi toplanan allantoik sivilar (Fotograf 14a ve 14b),
%1°lik yikanmis tavuk eritrositi ile lamda HA testine tabi tutuldu (Fotograf 15a, 15b ve 15c).
Hem HA negatif ve hem de pozitif olan allantoik sivilar (virlis miktarini arttirmak amaciyla)
ayni sekilde 5’er adet embriyolu tavuk yumurtalarina ekilerek 2. ve 3. pasajlar1 yapildi.
Yumurtalar agilarak embriyolar makroskobik olarak incelendi. Embriyolarda 6liim, hemoraji,
gelisme geriligi, allantoik sivida artis (Fotograf 16a ve 16b) ve bu sividan yapilan lamda HA
testinin sonuclar1 birlikte degerlendirildi. Pozitif 6rneklerde her ii¢ pasajda da 24, 48 ve 72.

saatlerde embriyo 6liimleri ¢ogunlukla olustu.

Fotograf 14a: Inkiibasyon sonrasi embriyolu tavuk yumurtalarinin allantoik srvilarmim

toplanmasi
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Fotograf 14b: Inkiibasyon sonrasi embriyolu tavuk yumurtalarinin allantoik sivilarinm

toplanmasi

Fotograf 15a: Lam hemagliitinasyon testinde fizyolojik tuzlu su ile eritrosit kontrolii (%1 lik

yikanmis tavuk eritrositi)
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Fotograf 15b: Lam hemagliitinasyon testinde pozitif reaksiyon (%]1°lik yikanmis tavuk

eritrositi ile 1752 nolu izolata ait allantoik s1v1)

Fotograf 15c: Lam hemagliitinasyon testinde pozitif (1752 nolu izolat) ve negatif (fizyolojik
tuzlu su) reaksiyon (%]1°lik yikanmis tavuk eritrositi)
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Fotograf 16a: inokulasyon sonras: embriyolardaki gelisme geriligi ve hemorajik degisiklikler

Fotograf 16b: Inokulasyon sonras1 embriyolardaki gelisme geriligi ve hemorajik degisiklikler
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3.5. Hamagliitinasyon (HA) ve hizhh test sonuglari: Embriyolu tavuk yumurtalarda
inokulasyonu yapilan 51 6rnegin lam HA ve hizli test kiti ile pozitif sonu¢ veren 11 tanesi
(%21.6), Al tip A viriisii olarak identifiye edildi. Bunlarin tamami1 Anseriformes takimina ait
ordeklerden izole edildi. Embriyolu tavuk yumurtalarmin 1, 2 ve 3. pasajlarindan toplanan
allantoik sivilarin lamda HA testi ve 3. pasaj sonucunda HA pozitif olan suslarin avian
influenza type A antijen test Kiti ile hizli test sonuglar1 tablo 15°da (Fotograf 17a ve 17b)
gosterildi.

Tablo 15: Embriyolu tavuk yumurtasina ekim yapilan orneklerin lam hemagliitinasyon ve

hizl1 test sonuglari

Viriis izolasyonu yapilan
hayvan tiirleri Lam HA
No | Ornek no | Latince adi Tiirkce ad1 l.pasaj | 2.pasaj | 3.pasaj | Hizh test (3. pasaj)
1 29 Anas clypeata | Kasikgaga + + + +
2 36 Anas clypeata | Kasikgaga - + + +
3 37 Anas clypeata | Kasikgaga - + + +
4 39 Anas clypeata | Kasikgaga + + + +
5 42 Anas crecca Camurcun + + + +
6 52 Anas crecca Camurcun + + + +
7 55 Anas crecca Camurcun + + + +
8 594 Aythya ferina | Elmabas patka + + + +
9 596 Aythya ferina | Elmabas patka + + + +
10 1752 Anas crecca Camurcun + + + +
11 1758 Anas crecca Camurcun ? (zayif) + + +
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Fotograf 17a: Avian influenza tip A antijen test Kiti ile pozitif (sol) ve negatif sonuglar

Fotograf 17b: Avian influenza tip A antijen test Kiti ile pozitif sonuglar
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Lamda HA testi ve Avian influenza type A antijen test kiti ile pozitif bulunan suslarin
mikropleytte HA testleri yapilarak viriislerin titreleri belirlendi (Tablo 16, Fotograf 18). HI
testinde bu viriisler 4 HAU’nden kullanilds.

Tablo 16: Lam hemagliitinasyon ve hizli test pozitif izolatlarin mikro hemagliitinasyon test

sonuglari
Viriis izolasyonu yapilan hayvan tiirleri
No | izolat no e - . - I
Latince ad1 Tiirk¢e ad1 Mikro hemagliitinasyon titresi
1 29 Anas clypeata Kagikgaga 1/128
2 36 Anas clypeata Kagikgaga 1/64
3 37 Anas clypeata Kagikgaga 1/128
4 39 Anas clypeata Kasikgaga 1/256
5 42 Anas crecca Camurcun 1/64
6 52 Anas crecca Camurcun 1/64
7 55 Anas crecca Camurcun 1/64
8 594 Aythya ferina Elmabas patka 1/64
9 596 Aythya ferina Elmabas patka 1/32
10 1752 Anas crecca Camurcun 1/128
11 1758 Anas crecca Camurcun 1/64

Fotograf 18: Mikro hemagliitinasyon testi ile titre tespiti (39 nolu izolatin titresi 1/256) ve
eritrosit kontroli (E.K 1, 2)
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3.6. Hemagliitinasyon inhibisyon (HI) ve neuraminidaz inhibisyon (NI) test sonuglari:
Izolatlarin hemagliitinin alt tiplerini belirlemek amaciyla Veterinary Laboratories Agency,
VLA (Weybridge, Ingiltere)’den ve Avian Influenza OIE/FAO Reference Laboratory, 1ZSV
(Padova, Italya)’dan saglanan antiserumlarla yapilan tiplendirme sonucunda, 3’ii H1, 2’si H7
ve yine 2 tanesi H11 olarak tiplendirildi (Fotograf 19a ve 19b). H7 olarak tiplendirilen
izolatlar, 12 Mart 2008 tarihinde Cakirbey’de c¢amurcunlardan toplanan diski

materyallerinden elde edildi.

29, 36, 37 ve 39 nolu izolatlar hem H1 ve hem de HS5 antiserumlariyla pozitif
reaksiyon verdi (Fotograf 20a ve 20b)

36 ve 37 nolu izolatlar HI testinde, ayn1 zamanda newcastle antiserumu ile de pozitif

reaksiyon olusturdu (Fotograf 21 ve Fotograf 22).

Izolatlarin hemagliitinasyon inhibisyon testinde antiserumlarla pozitif reaksiyon
olusturdugu titreler tablo 17°de sunuldu.
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Fotograf 19a,b: Toplam 16 adet (H1-H16) hemagliitinin alt tipine ait antiserumlarla yapilan
hemagliitinasyon inhibisyon testinde, H11 antiserumu ile pozitif sonug
veren izolat (594 nolu izolat)
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Fotograf 20a,b: Toplam 16 adet (H1-H16) hemagliitinin alt tipine ait antiserumlarla yapilan
hemagliitinasyon inhibisyon testinde, H1 ve HS5 antiserumlar1 ile pozitif

sonug veren izolat (39 nolu izolat)
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Fotograf 21: 36 nolu izolatin hemagliitinasyon inhibisyon testinde newcastle ve avian

influenza tip A H1 alt tipine ait antiserumlarla verdigi reaksiyonlar
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Fotograf 22: 37 nolu izolatin hemagliitinasyon inhibisyon testinde, newcastle ve avian

influenza tip A H1 alt tipine ait antiserumlarla verdigi reaksiyonlar
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Tablo 17: Izolatlarin hemagliitinasyon inhibisyon testi ile elde edilen hemagliitinin alt tipleri

ve titreleri
Viriis izolasyonu yapilan hayvan tiirleri

No | izolat no | Latince ad Tiirkce ad1 Hemagliitinin alt tipi
1 29 Anas clypeata Kasikgaga H1: 1/512, H5: 1/64
2 36 Anas clypeata Kasikgaga H1: 1/64, H5: 1/8
3 37 Anas clypeata Kasikgaga H1: 1/128, H5: 1/16
4 39 Anas clypeata Kasikgaga H1: 1/512, H5: 1/512
5 42 Anas crecca Camurcun H1:1/128
6 52 Anas crecca Camurcun H1: 1/64
7 55 Anas crecca Camurcun H1: 1/32
8 594 Aythya ferina Elmabas patka H11: 1/256
9 596 Aythya ferina Elmabas patka H11: 1/128
10 1752 Anas crecca Camurcun H7: 1/128
11 1758 Anas crecca Camurcun H7: 1/128

Izolatlarin neuraminidaz alt tiplerini belirlemek amaciyla Veterinary Laboratories
Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’den temin edilen antiserumlarla yapilan tiplendirme
sonucunda; 4’liniin N9, 3’iiniin N7 ve 2’sinin N1 oldugu tespit edildi (Fotograf 23, Fotograf
24, Fotograf 25 ve Fotograf 26).

36 ve 37 nolu izolatlar RT-PCR H5N1 analizinde N1 olarak tiplendirildigi ve agaroz
jel elektroforezde N1’e spesifik bant olusturdugu halde, NI testiyle yapilan tiplendirmede
antiserumlarin  hi¢ biriyle reaksiyon vermedi ve dolayisiyla bu 2 izolat NI testinde

tiplendirilemedi (Tablo 18).

Izolatlarin hemagliitinasyon inhibisyon ve neuraminidaz inhibisyon test sonuglar1 da
tablo 19°da verildi.
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Tablo 18: izolatlarin neuraminidaz inhibisyon testi ile elde edilen neuraminidaz alt tipleri

Viriis izolasyonu yapilan hayvan tiirleri

No | Izolat no | Latince ad Tiirkce ad1 Neuraminidaz alt tipi
1 29 Anas clypeata Kasikgaga N1
2 36 Anas clypeata Kasikgaga ?
3 37 Anas clypeata Kasikgaga ?
4 39 Anas clypeata Kasikgaga N1
5 42 Anas crecca Camurcun N7
6 52 Anas crecca Camurcun N7
7 55 Anas crecca Camurcun N7
8 594 Aythya ferina Elmabas patka N9
9 596 Aythya ferina Elmabas patka N9
10 1752 Anas crecca Camurcun N9
11 1758 Anas crecca Camurcun N9
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Fotograf 23: Neuraminidaz inhibisyon testinde elde edilen negatif sonug

Fotograf 24: Neuraminidaz inhibisyon testi ile yapilan tiplendirmede N1 alt tipine ait izolat
(29 nolu izolat)
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Fotograf 25: Neuraminidaz inhibisyon testi ile yapilan tiplendirmede N7 alt tipine ait izolat
(55 nolu izolat)

Fotograf 26: Neuraminidaz inhibisyon testi ile yapilan tiplendirmede N9 alt tipine ait izolat
(1752 nolu izolat)
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Tablo 19: izolatlarm hemagliitinasyon inhibisyon ve neuraminidaz inhibisyon testinde

belirlenen alt tipleri

Ornek alinan tiir

No Izolat no | Latince adi Tiirk¢e adi Alt tip

1 29 Anas clypeata Kasikgaga HIN1/H5N1
2 36 Anas clypeata Kasikgaga HIN? / H5N?
3 37 Anas clypeata Kasikgaga HIN? / H5N?
4 39 Anas clypeata Kasikgaga HIN1/H5N1
5 42 Anas crecca Camurcun HIN7

6 52 Anas crecca Camurcun HIN7

7 55 Anas crecca Camurcun HIN7

8 594 Aythya ferina Elmabas patka H11N9

9 596 Aythya ferina Elmabas patka H11N9

10 1752 Anas crecca Camurcun H7N9

11 1758 Anas crecca Camurcun H7N9
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4. TARTISMA / SONUC

Al tip A viriisleri gesitli kanathi (tavuk, hindi ve evcil 6rdek gibi) ve bazi memeli
(domuz, at, balina, fok baligi, vizon ve ren geyigi gibi) hayvanlarda infeksiyonlara neden
olmaktadir. Influenza A viriislerinin tasmmmasinda gd¢men kuslar, 6nemli roller
iistlenmektedir (HANSON ve ark., 2005; TUMPEY ve ark., 2005). Anseriformes (6rdek, kaz
ve kugu gibi) ve Charadriiformes (sahil kuslari, su kenarinda yasayan kuslar ve martilar gibi)
takimlarma dahil olan tiirler, bu viriislerin 6nemli rezervuar konakg¢ilar1 ve yayicilarr olarak
kabul edilmekle birlikte, s6z konusu hayvanlarin hastaliga 06zgii klinik bulgular
sergilemedikleri belirtilmektedir (IVANOV ve ark., 2008). Tek iplikli RNA genetik materyali
tastyan Al tip A virlisleri, hayvanlardan insanlara da bulasarak oOldiiriicii infeksiyonlar
olusturabilmektedir. Canlilar arasindaki tiir direncini asacak nitelikte yliksek mutasyon
yetenegine sahip olan bu etkenler ve olusturduklar1 infeksiyonlara olan ilgi son yillarda
artmigtir. Diinyanin bir¢ok yerinde influenza A viriisleriyle ilgili ¢esitli calismalar
yapilmaktadir (WOOD ve ark., 1997; ELLIS ve ZAMBON, 2001; GAIDET ve ark., 2007;
NAGY ve ark., 2007; RUNSTADLER ve ark., 2007; DUGAN ve ark., 2008).

Influenza A viriisii siipheli materyallerin laboratuvarlara tasinmasinda farkli transport
mediumlar kullanilmaktadir. Transport mediumlarin bilesimi, pH’s1, tuz orani ve tagima 1sist
materyallerin uygun kosullarda tasinmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Stallknecht ve ark.
(1990), Lousiana’da avcilar tarafindan 1986-1987 yillarinda 6ldiirtilen 6rdeklerden 1389 (605
Anas discors, 75 Anas fulvigula, 375 Anas strepera ve 334 Anas crecc) kloakal ve trakheal
svap topladiklarini ve bunlardan 28 (%2) adet Al tip A viriisii izole ettiklerini bildirmislerdir.
Ornekleri 10000 U/ml penisilin G, 2 pg/ml streptomisin, 0.6 mg/ml kanamisin, 1 mg/ml
gentamisin ve 0.02 mg/ml amfoterasin B igeren 3.6 ml brain-heart infusion brothtan olusan
transport mediuma aldiklarin1 ve test edinceye kadar -20°C’de sakladiklarin1 belirtmislerdir.
Bagka bir ¢alismada (ALFONSO ve ark., 1995), alinan kloakal svaplar; 10000 U/ml penisilin
ve 10 mg/ml streptomisin igeren 2 ml PBS’e transfer edilerek, kullanilincaya kadar -70°C’de
saklanmistir. Widjaje ve ark. (2004), yabani su kuslarindan aldiklar1 fekal ve kloakal
ornekleri; 1000 U/ml penisilin G, 0.2 mg/ml streptomisin sulfat, 0.24 mg/ml gentamisin
sulfat, 100 U/ml polimiksin B ve 50 U/ml mikostatin iceren %50 gliserollii PBS’e (pH: 7.2)
yerlestirdiklerini ve -70°C’de sakladiklarini bildirmislerdir. Cozdiiriilen 6rnekleri; 4000 U/ml
penisilin G, 800 U/ml streptomisin sulfat, 400 U/ml polimiksin B ve 0.1 mg/ml gentamisin
sulfat iceren 0.3 ml PBS ile esit miktarda karistirdiklarin1 ve 11 giinliik embriyolu tavuk

yumurtasina ekim yaptiklarimi ifade etmiglerdir. Karabas martilardan kloakal svaplarin
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alindig1 ve metot olarak RT-PCR’1n uygulandig1 baska bir ¢aligmada (FOUCHIER ve ark.,
2005), orneklerin %10 gliserol, %0.5 laktalbumin, 200 U/ml penisilin, 200 pg/ml
streptomisin, 100 U/ml polimiksin B siilfat, 250 ug/ml gentamisin ve 50 U/ml nistatin igeren
Hanks’ balanced salt transport mediuma (ICN, Zoetermeer, The Netherlands) alindig1 ve
kullanilincaya kadar -70°C’de sakladigir bildirilmistir. Hanks’ balanced salt transport
mediumun kullanildig1 ve materyallerin RT-PCR ile analiz edildigi diger bir arastirmada
(MUNSTER ve ark., 2005), ¢esitli kanatl tiirlerinden alinan kloakal svaplar %10 gliserol, 200
U/ml penisilin, 200 pg/ml streptomisin, 2000 U/ml polimiksin B ve 250 pg/ml gentamisin
iceren vasata toplanmistir. Nguyen ve ark. (2005), 2001 yilinda Vietnam’da yaptiklar
calismada, canli kus marketlerinde bulunan ¢esitli kus tiirlerine ait (98 tavuk, 39 giivercin, 33
kaz, 13 ordek ve 6 bildircin) 189 hayvandan kloakal ve orofarengeal svap alarak; %350
gliserol, 2000 U/ml penisilin, 250 pg/ml gentamisin, 2000 U/ml polimiksin B, 500 U/ml
nistatin, 60 pg/ml oflokzasin ve 200 pg/ml sulfametokzasol iceren PBS transport mediuma
koyduklarini, soguk zincirde laboratuvara getirdiklerini ve c¢alisincaya kadar -70°C’de
sakladiklarint bildirmislerdir. Afrika’daki cesitli iilkelerde bariman yabani su kuslarindan
alian 4553 kloakal svap 6rnegi; %10 gliserol, 10000 U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin,
25 pg/ml amfoterasin B ve 250 pg/ml gentamisin igeren PBS’e (pH: 7.0-7.4) aktarilmistir.
Orneklerin sivi nitrojen tankinda transfer edilip, inceleninceye kadar -70°C’de saklandig
bildirilmistir (GAIDET ve ark., 2007). Lei ve ark. (2007), 2006 yili Nisan ayinda Cin’in
Qinghai bolgesinde, 34 ordek, 40 marti ve 19 kugudan aldiklar1 taze digki Orneklerini
toplamis ve 0.5-1 ml PBS ile %10 olacak sekilde sulandirarak, 6000 g’de 5 dk santrifiij
etmiglerdir. Santrifiij sonrasi elde ettikleri supernatanti esit miktarda ve 40000 U/ml penisilin
G ve 8000 U/ml streptomisin siilfat igeren PBS ile karistirarak, c¢alismalarinda
kullanmislardir. Arastiricilar, embriyolu tavuk yumurtasina ekim yaparak hayvanlarin
3’linden (%3.2) HPAI H5NI alt tipini izole ettiklerini bildirmislerdir. Parmley ve ark. (2008)
ise; Kanada’da 2005 yilinda 4268 yabani o6rdekten aldiklar1 kloakal svaplarda, HPAI tip A
virlislerini RRT-PCR ile saptamay1 amacladiklar1 ¢aligmalarinda; materyalleri %10 gliserol,
200 U/ul penisilin, 200 pg/ml streptomisin, 100 U/ul polimiksin B sulfat, 250 pg/ml
gentamisin ve 50 U/ul nistatin igeren Hanks’ balanced salt transport mediuma aldiklarini ve
test edinceye kadar -20°C’de sakladiklarini bildirmislerdir.

Bu calismada, digki materyallerinin toplanmasi, taginmasi ve saklanmasi amaciyla
Diinya Saglik Orgiiti (WHO, 2002) tarafindan onerilen transport medium kullanildi. Bu
amagla, 3 ml hacminde ve iki seri olarak PBS (8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 1.15 gr Na,HPQOy,, 0.2 gr
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KH2PO4/1 distile su, pH: 7.2) hazirlandi. Bir serinin PBS’ine %20 gliserol ilave edildikten
sonra steril edilip, penisilin G-2x10° U/I, streptomisin-200 mg/l, gentamisin-250 mg/l ve
nistatin-0.5 x 10° U/l katildi. Taze diski Srnekleri transport medium igeren tliplere yaklagik
1/3 oraninda alinarak, soguk zincirde ve kisa silirede laboratuvara ulastirildi. Materyaller
calisincaya kadar -80°C’de saklandi. Taze olarak hazirlanan ve projenin devam ettigi 28 ay
stiresince kullanilan bu transport mediumun; ucuz olmasi, kisa siirede hazirlanmasi ve icerdigi
antibiyotikler ile antifungal preparatin kolaylikla temin edilebilmesinden dolay1, konuyla ilgili
yapilacak benzer calismalarda kullanilabilecegi ve arastiricilara tavsiye edilebilecegi
sonucuna varildi.

Cesitli klinik materyallerde etkenin ortaya konulmasi ve hastaligin teshisi amaciyla
viriis izolasyon yontemleri ve PCR metotlar1 uygulanmaktadir (PLAYFORD ve DWYER,
2002; DE MARCO ve ark., 2004; ALEXANDER, 2008). Canl1 kanatlilardan trakheal svap ve
diski Ornekleri; olii hayvanlardan ise akciger, karaciger, hava keseleri, trakhea, beyin ve
pankreas materyal olarak kullanilmaktadir (ARDA ve ark., 2002; CHEN ve ark., 2005;
MUNSTER ve ark., 2005; GAIDET ve ark., 2007; CAPUA ve ALEXANDER, 2007;
RUNSTADLER ve ark., 2007; ALEXANDER, 2008). PCR yontemleri, 6rneklerde bulunan
az miktardaki canli veya 0lii hastalik etkenlerini hizli ve giivenilir olarak tespit edebildigi i¢in
son yillarda yaygin kullanim alani bulmus ve ¢esitli PCR metotlar1 gelistirilmistir. Al tip A
viriislerinin saptanmasinda one-step PCR (PODDAR, 2002; SPACKMAN ve ark., 2002),
nested PCR (ELLIS ve ZAMBON, 2001; HERRMANN ve ark., 2001), reverse transcription
PCR (ELLIS ve ZAMBON, 2001; LEE ve ark., 2001), multiplex-PCR (LI ve ark., 2001,
HINDIYEH ve ark., 2005); RT-PCR (MUNCH ve ark., 2001; SPACKMAN ve ark., 2002;
LEE ve ark., 2004; WIDJAJE ve ark., 2004; LODES ve ark., 2006; KARLSSON ve ark.,
2007) ve RRT-PCR (SPACKMAN ve ark., 2002; SPACKMAN ve ark., 2006; HOFFMANN
ve ark., 2007, MUNSTER ve ark., 2007; ALEXANDER, 2008) gibi farkli yontemler
kullanilmaktadir. Ayrica, daha ¢ok insanlarda olmak iizere cesitli hayvan tiirlerinde lateks
agliitinasyon, VN, FA ve ELISA gibi farkli serolojik yontemlerle de etkene ait antikorlarin
varlig: ortaya konulabilmektedir (DAISY ve ark.,1979; CHERIAN ve ark.,1994; DE MARCO
ve ark., 2003; DE MARCO ve ark., 2004; XU ve ark., 2004; CHEN ve ark., 2008).

RT-PCR ve RRT-PCR metotlari, gesitli kanath tiirlerinde Al tip A viriislerinin
varligin1 ortaya koymak amaciyla son yillarda en fazla kullanilan yontemler olmuslardir. Her

iki metodun, izolasyon yontemi basta olmak iizere, konvansiyonel PCR yontemlerine gore
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daha avantajli oldugu bildirilmektedir (STARICK ve ark., 2000; MUNCH ve ark., 2001;
SPACKMAN ve ark., 2002; NGUYEN ve ark., 2005; RUNSTADLER ve ark., 2007).
Cogunlugunu yesilbas ordeklerin olusturdugu 3200 hayvandan alinan kloakal
svaplarin RT-PCR ile analiz edildigi bir calismada (WALLENSTEN ve ark., 2004),
hayvanlarin 384’{inde (%12) Al tip A viriisii bulunmustur. Cattoli ve ark. (2004), italya’da
Ekim 2002-Eyliil 2003 arasinda goriilen H7N3 salginlarinda tavuk ve hindiler ile deneysel
olarak infekte ettikleri hindilerden aldiklar1 toplam 232 trakheal svap Ornegine, Al tip A
viriislerinin saptanmasina yonelik one-step reverse transcription PCR ve RRT-PCR
yontemleri uygulayarak, klasik virlis izolasyon yontemiyle karsilastirdiklart bir caligsma
yapmiglardir. Her iki PCR yonteminde ekstraksiyon ticari kitle yapilmig ve M gen bolgesi
hedef alinmistir. One-step reverse transcription PCR ile 50 (%21.6), RRT-PCR yontemi ile 45
(%19.4) hayvanda pozitiflik saptanmistir. Materyallerin 45’inden (%19.4) ise embriyolu
yumurtaya ekim yontemiyle Al tip A virlisii izole edildigi, HI ve NI testleriyle yapilan
tiplendirmede tiim izolatlarin H7N3 alt tipine ait olduklar1 ifade edilmistir. Fouchier ve ark.
(2005), yaptiklar1 tarama c¢aligmasinda Onceden belirlenen karabas martilardan alinan 10
kloakal svap o6rnegin 6’sin1 RT-PCR ve agaroz jel elektroforez ile Al tip A virlisii pozitif
bulduklarimi, RT-PCR ile pozitif bulunan o6rneklerden 11 giinliik embriyolu tavuk
yumurtasina ekimleri sonrasinda 4’linden viriis izolasyonu gerceklestirdiklerini
bildirmislerdir. Ayni ¢alismada, 17 Haziran-6 Temmuz 2000 tarihleri arasinda Pieterburen,
Hollanda’da karabas martilardan 90 kloakal svap 6rnegi aldiklarini, bunlardan 3’tinii RT-PCR
ile pozitif bulduklarini, ancak sadece 1’ini embriyolu tavuk yumurtasinda {iretebildiklerini
belirtmislerdir. RNA izolasyonunda high pure viral RNA isolation kit (Roche Molecular
Biochemicals) kullandiklarimi ifade etmislerdir. Wallensten ve ark. (2006), Isve¢’te 2003 yili
ilkbahar mevsiminde 358 yesilbag 6rdek ve 203 sunadan aldiklari kloakal svap 6rneklerini Al
tip A viriislerinin prevalansini belirlemek amaciyla RT-PCR ile analiz etmislerdir ve %3.4
oraninda pozitiflik bulmuslardir. Munster ve ark. (2006), 1997 yilindan itibaren 27000’den
fazla kloakal svap toplayarak, Al tip A viriisti varlig1 yoniinden RT-PCR ile test ettiklerini ve
orneklerde %2.1 oraninda pozitiflik saptadiklarini ifade etmislerdir. Calismada, 6rneklerin
cogunun Hollanda ve Isvigre’deki farkli bolgelerden toplandigi, biiyiik ¢ogunlugu &rdekler
olmak iizere kaz, mart1 ve sahil kuslarindan olusan 250°den fazla kus tiiriinden 6rnek alindig,
sadece Anser albifrons, Anser anser, Anas platyrhynchos, Anas penelope, Anas clypatea,
Anas acuta, Anas crecca, Larus ridibundus ve Uria alge tiirlerinde pozitiflik saptadigi

belirtmislerdir. Gaidet ve ark. (2007); Nijerya, Cad, Mali, Malawi, Moritanya, Senegal,
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Kenya, Mozambik, Tunus, Fas, Sudan ve Misir’daki su kuslarinda, influenza A viriislerinin
prevalansin1 belirlemek amaciyla, kloakal svaplar alarak RRT-PCR ile analiz etmislerdir.
Arastirmada, toplam 4553 hayvanin 159’°unda (%3.5) influenza A viriisii yoniinden pozitiflik
belirlenmistir. Hayvan tiirleri dikkate alindiginda; 2864 ordekten 134’ (%4.6), 409 sahil
kusundan 6’s1 (%1.4), 438 su tavugundan 3’i (%0.6), 366 martidan 14’# (%3.8), 159 deniz
kirlangicindan 2°si (%1.2) pozitif bulunurken, 317 karabatagin tamami negatif olarak
bulunmustur. Nagy ve ark. (2007), Cek Cumhuriyeti’nde yabani kuslarda Al tip A
virlislerinin varligini belirlemek amaciyla 2006 yilinda yaptiklar1 ¢calismada; 61 kus tliriinden
toplam 2101 6rnek alip RT-PCR ve embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyon yaparak kiiltiir
yontemiyle analiz etmislerdir. Hayvanlarin 12’si (%0.6) RT-PCR pozitif bulunmus, 10’ undan
(%0.5) ise influenza A viriisii izole edilmistir. Kanada’da yabani 6rdeklerdeki HPAI tip A
viriislerini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, 6 cografi bolgedeki 56 farkli noktada
barman, toplam 4268 hayvandan kloakal svap alinmistir. M1 genine yonelik olarak RRT-PCR
ile yapilan analizde, ordeklerin 1572’si (%37) M1 pozitif olarak degerlendirilmistir. M1
pozitif o6rnekler, HS ve H7 alt tipleri yoniinden RRT-PCR ile test edildiklerinde, 208’inin
(%4.9) H5 alt tipinden oldugu bildirilmistir. Calismada, H7 alt tipine ait bir pozitiflik elde
edilmemistir. Aragtirmada en yiikksek pozitiflik gerek M1 gerekse HS5 yoniinden yesilbas
ordeklerden alinan 6rneklerde saptanmistir (PARMLEY ve ark., 2008).

Bu caligmada; 28 ay siireyle taranan Van Go6li Havzasinda, 47 kanatl tiiriinden 1910
digk1 6rnegi toplandi ve bunlarin 51’1 (%2.7), RT-PCR ile Al tip A viriisiit M2 geni yoniinden
pozitif bulundu. Pozitiflik say1 ve oranlar1 dikkate alindiginda, bu projeye ait verilerin bazi
caligmalarla uyumlu (MUNSTER ve ark., 2006; WALLENSTEIN ve ark., 2006;
LEBARBENCHON ve ark., 2007), bazi ¢alismalardan yiiksek (NAGY ve ark., 2007), bazi
calismalardan (CATTOLI ve ark., 2004; PARMLEY ve ark., 2008) ise diisiik oldugu goriildii.
Calisma bulgularinin bazi literatiir verilerinden daha diisiik olmasi; Cattoli ve ark. (2004) nin
calismalarini yaptiklart dénemde, Italya’da sik araliklarla Al tip A viriis salginlarinin
goriilmesi ve materyallerini infekte olan siirlilerden almis olmalari; Parmley ve ark.,
(2008)’nin ise Al tip A virlislerini yiiksek oranda asemptomatik olarak tagiyan ve etkenin
dogal rezervuart olduklar bildirilen (SHARP ve ark., 1993; JUCKETT, 2006; CAPUA ve
ALEXANDER, 2007) yabani ordeklerde calismis olmasiyla agiklanabilir. Bu ¢calismada, RT-
PCR’da en yiiksek pozitifligin 6rdek tiirleri olan kilkuyruk (%37.1) ve fiyuda (%22.5)
saptanmis olmasi da arastiricilarin verileri ile (SHARP ve ark., 1993; JUCKETT, 2006;
CAPUA ve ALEXANDER, 2007) uyumlu bulundu.
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Al tip A virlis infeksiyonlarin prevalans ve insidensini tespit etmek amaciyla 1-5 yil
siiren tarama caligmalar1 yapilmaktadir (HALVORSON ve ark., 1984; STALKNECHT ve
ark., 1990; OKAZAKI ve ark., 2000; HANSON ve ark., 2005; KHAWAJA ve ark, 2005;
KRAUSS ve ark., 2007, LEBARBENCHON ve ark., 2007). Boylece infeksiyonun varligi ve
yayilmasi hakkinda elde edilen bilgiler salginlarla miicadelede kullanilmaktadir.

Stallknecht ve ark. (1990), Lousiana’da 1986 ve 1987 yillar1 arasinda 6rdeklerden
(605 Anas discors, 75 Anas fulvigula, 375 Anas strepera ve 334 Anas crecca) 1389 kloakal ve
trakeal svap Ornegi almislar ve 6rdeklerde eyliil, kasim ve aralik-ocak siiresince prevalans
oranlarini sirastyla %3.1, %2 ve %0.4 olarak bulduklarini, prevalanstaki fakliliklarin sezon ve
yas grubundan kaynaklanabilecegini ileri stirmiislerdir. Teksas’da, Subat 2001-Subat 2002
tarihleri arasinda yapilan bir ¢calismada (HANSON ve ark., 2005), Subat 2001°de, 29 Anas
crecca’dan 2 (%6.8) adet, 2 Anas cyanoptera’dan 1 (%50) adet, 32 Anas discors’dan 7
(%21.8) adet Al viriis izolasyonu yapildigi, 3 Anas fulvigula’dan ise izolasyon yapilmadigi,
Agustos 2001°de 30 Anas acuta’dan 1 (%3.3) adet ve Subat 2002’de 75 Anas discors’dan 11
(%14.6) adet Al viriis izolasyonu yapildigr bildirilmistir. Yillara gore prevalansin sirasiyla
%11 ve %15 oldugu ifade edilmistir. Arastirmada, H2 ve H7 alt tiplerinin her iki yilda da
belirlendigi, H1 ve H8’in ise 2001 yilinda tespit edildigi belirtilmistir. Wallensten ve ark.
(2006), Kuzey Avrupa’da yabani kuslarda Al viriis tarama c¢alismasinda 2003 yili bahari
boyunca Giiney Isvec’te yakalanan 358 yesilbas ordek ve 203 sunadan aldiklari diski
orneklerinin RT-PCR ile analiz edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar, yesilbas ordeklerde
nisan-haziran arast alinan 6rneklerde %3.4, mayis ayindaki Orneklerde ise %6.5 oraninda
virlis tespit ettiklerini, sunalarda ise prevalansin %]1’in altinda bulundugunu ifade etmislerdir.
Krauss ve ark. (2007), 5 yil boyunca yabani 6rdeklerden 490 kloakal 6rnek alindigini ve 98
(%20) influenza A viriisii izole edildigini, sahil kuslar1 ve martilardan 1970 fekal 6rnek
alindigimi ve 114 (%5.8) influenza A virlisii izole edildigini bildirmiglerdir. Lebarbenchon ve
ark. (2007), Fransa’da, Eyliil 2005-Mart 2006 arasinda H5N1 viriislerin yayilmasinda gogmen
su kuslarinin 6zellikle 6rdeklerin roliinii arastirdiklar1 ¢alismada, 17 su kusu tiirine ait 1345
kustan kloakal svap 6rnegi aldiklarini, RRT-PCR ile analizinde prevalanst %1.8 oldugunu ve
calismada hicbir materyalden HSN1 viriisii izole edilmedigini belirtmislerdir.

Bu calismada, RT-PCR ile pozitif 51 6rnegin 38’1 (%74.6) 2006, 2007 ve 2008
yillarmin ocak-subat-mart-nisan aylarim1 kapsayan I. dénemde, 9’u (%17.6) 2006 ve 2007
yillarinin eyliil-ekim-kasim-aralik aylarin1 kapsayan III. Donemde, 4’4 (%7.8) ise 2008

yilinin mayis-haziran-temmuz-agustos aylarint kapsayan II. doneminde toplanan diski
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materyallerinde saptandi. Pozitif orneklerin yillara gore dagilimi degerlendirildiginde,
pozitiflik oraninin (%8.6) 2008 yilinda en yiiksek oldugu, bunu sirastyla %6 ile 2007 yil1 ve
%3.5 ile 2006 yilinin izledigi goriildii. Gergeklestirilen bu projede, 51 pozitif 6rnekten 38’inin
(%74.6) 2006, 2007 ve 2008 yillar1 kigs-bahar doneminde tespit edilmis olmasi, viriisiin soguk
bolgelerde, soguk ve rutubetli mevsimlerde daha ¢ok goriildiigii ve daha hizli yayildigi
goriislerini (STALLKNECHT ve ark., 1990; DE MARCO ve ark., 2004; HANSON ve ark.,
2005; WALLENSTEN ve ark., 2006) desteklemektedir.

HPALI viriisleri olarak kabul edilen H5 ve H7 alt tiplerinin ¢esitli materyallerdeki
varligint ortaya koymak, tiplendirmeleri ve sekans analizlerini yapmak amaciyla da PCR
esasina dayanan yontemlerden yararlanilmaktadir (STARICK ve ark., 2000; MUNCH ve ark.,
2001; SPACKMAN ve ark., 2002; SPACKMAN ve ark., 2006; NAGY ve ark., 2007;
GRONESOVA ve ark., 2008; PARMLEY ve ark., 2008).

Ellis ve ark. (2004), Hong Kong’da 1997, 2001, 2002 ve 2003 yillarinda ¢ocuklarda ve
tavuksu kuslarda patojenitesi yliksek avian influenza H5N1 salginlarinin olustugunu, yiiksek
Olim oranlarinin tavuksu kuslarda goriildiigiinii bildirmislerdir. Ancak, 2002’nin sonuna
dogru patojenitesi yiikksek HSN1 alt tipinin iki su parkinda bulunan su kuslarinda (kaz, 6rdek
ve kugu), flamingo ve diger yabani kuslarda (kii¢iik akbalike¢il), Hong Kong’ta iki 6li yabani
gri balikeil ve bir adet karabas martida goriiliinceye kadar evcil kuslarda, yabani su kuslarinda
ve diger yabani kuslarda goriilmedigini rapor etmiglerdir. Giliney Kore’de bir ordek
isletmesindeki 6lii 6rdeklerden alinan sekal tonsil, digki ve bobrek 6rneklerinin embriyolu
tavuk yumurtasina ekilmesiyle, hayvanlarin 6liim nedeninin H5N1 viriisii oldugu bildirilmigtir
(KWON ve ark., 2005). Bat1 Cin’deki 92 gé¢men kaz ve martidan alinan kloakal ve trakheal
svaplar, embriyolu tavuk yumurtasina ekilerek, hayvanlarin 28’inden (%30.4) H5N1 alt
tipinin izole edildigi bildirilmistir (CHEN ve ark., 2005). Nguyen ve ark. (2005), Vietnam’da
gerceklestirdikleri bir calismada, klinik olarak saglikli goriinen 33 kazdan aldiklar1 kloakal
svap Orneklerini RT-PCR ile analiz ederek, hayvanlarin 2’sinde (%6.1) H5N1 yoniinden
pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar, sekans analizleri sonucu izolatlarin, 2001
yilinda Vietnam’dan izole edilen H5N1 viriisii ile benzer oldugunu ifade etmiglerdir. Chen ve
ark. (2006), Cin’in Quinghai Goéliinde 2005 yil1 nisan ayinin sonlarindan haziran aymna kadar
yabani kuglar arasinda sadece bir H5N1 salgini goriildiigiinii, hastaligin daha sonra gol
populasyonundaki diger kus tiirlerine yayildigini, salgin siiresince farkli zamanlarda toplanan
ve 6 kanatl tiiriinden izole edilen 15 viriisiin sekans analizlerinin 4 farkli HSN1 genotipini

ortaya cikardigmi rapor etmislerdir. Arastiricilar ayrica, HSN1 viriisiiniin Asya’da kiimes
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hayvanlar1 arasinda ¢ok yaygin oldugunu ve son yillara kadar sinirli sayida yabani kusun
etkilendigini vurgulamaktadirlar. Lebarbenchon ve ark. (2007), HPAI H5NI1 viriislerinin
yayllmasinda go¢men su kuslarin (6zellikle ordeklerin) roliinii arastirdiklari c¢alismada,
Camorque’de (Fransa) Eylil 2005-Mart 2006 arasinda 17 su kusu tiiriine ait 1345 kustan
kloakal svap alindigin1 ve PCR ile Al tip A viriis prevalansinin %1.8 bulundugunu, HPAI
H5N1 viriisii  tespit edilmedigini rapor etmislerdir. Arastiricilar, 303 Ornek alinan
camurcunlarin 11’inden (%3.6), 275 6rnek alan yesilbas 6rdeklerin 8’inden (%2.9), 149
ornek alinan kasikgagalarin 4’iinden (%2.7), 5 6rnek alinan ¢ikrik¢inlarin 1’inden (%20)
izolasyon yapildigini, diger tiirlerden izolasyon yapilamadigini belirtmislerdir. Nagy ve ark.
(2007) ise Cek Cumhuriyetindeki yabani kuslardan izole ettikleri influenza A viriislerini, HI
ve NI testleriyle tiplendirerek bunlarin H5N1 alt tipinden olduklarini bildirmislerdir. Parmley
ve ark. (2008), Kanada’da 2005 yilinda yabani 6rdeklerde HPAI viriislerini RRT-PCR ile
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, toplam 4268 kloakal svap drneginin %37’ sinin M1
proteini pozitif, %5’inin HS pozitif oldugunu ve Orneklerin H7 geni yoniinden ise
incelenmedigini bildirmislerdir.

HS5NI1 pozitif PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezde analiz edildigi arastirmalar
incelendiginde; Starick ve ark. (2000) influenza A viriislerinin alt tiplerine 6zgii primerler
kullanarak, RT-PCR ile analizler yaptiklarini, iriinleri agaroz jel elektroforezde
kosturduklarinda H5N1 alt tipinden olan tiim izolatlarda pozitif bant saptadiklarini, Poddar
(2002) H5N1, HIN1 ve H3N2 alt tiplerine spesifik primerler kullanilarak bu alt tiplerin
multiplex-PCR ile ayirimlarinin amaglandigi bir c¢aligmada, PCR {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezde analiz ederek, H5’e spesifik 351-bp ile N1’e spesifik 164-bp’lik bantlar
belirledigini, bildirmislerdir.

Ulkemizdeki Al tip A viriis infeksiyonlarmin gerek kanatli hayvan (COVEN, 2006)
gerekse insanlarda (ONCUL ve ark., 2006) olusturduklari infeksiyonlardan H5N1 alt tipinin
izole edilmis olmasi nedeniyle, bu proje kapsaminda olmamasina ragmen, RT-PCR ile Al M2
pozitif bulunan 51 6rnek, HSN1 yoniinden RT-PCR ile de incelendi. Kasikgaga tiirli 6rdekten
alman 4 6rnek (%7.8) H5N1 yoniinden pozitif bulundu. RT-PCR iiriinleri ayn1 zamanda
agaroz jelde yiiriitiildii, HS ve N1’e 6zgii bantlar gézlendi. Bu sonugla; iilkemizde kasikgaga
tiri 6rdeklerde H5SN1 alt tipinin varligit RT-PCR ile ilk defa ortaya konuldu. H5N1 saptanan
orneklerin hepsinin kasikgaga tiirli 6rdeklere ait olmasi, influenza A viriislerinin tasinmasinda
ordeklerin Onemini gosteren arastiricilarin - sonuglariyla (CHEN ve ark., 2006;

LEBARBENCHON ve ark. 2007; PARMLEY ve ark., 2008) uyumlu bulundu.
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Kanatl tiirlerinde Al tip A virlislerini ve bunlarin alt tiplerini belirlemeye yonelik
olarak izolasyon ve PCR yontemleri tek basina kullanildigi gibi (SUSS ve ark., 1994;
OKAZAKI ve ark., 2000; DE MARCO ve ark.,, 2003; DE MARCO ve ark., 2005;
WALLENSTEN ve ark., 2006; PARMLEY ve ark., 2008) her iki yontemin birlikte
uygulandigr calismalar da (CATTOLI ve ark.,, 2004; MUNSTER ve ark., 2007;
RUNSTADLER ve ark., 2007) bulunmaktadir.

Al tip A viriislerinin iiretilmesinde embriyolu yumurtalar uzun yillardir kullanilmakta
ve bu yontemin etkenin HA titresinin saptanmasina da yardimci oldugu bildirilmektedir. Bu
metot, PCR esasina dayanan metotlara gére zaman alic1 olarak goriilmekte ve bu siiregte
etkenin orijinal formundan uzaklasabilecegine dikkat cekilmektedir. Bununla birlikte,
yumurtalarda veya hiicre kiiltiirlerinde viriisiin {iretilmesi sus koleksiyonlarinin olusturulmasi
bakimindan 6nem arz etmektedir (MUNCH ve ark., 2001). Influenza A viriislerinin doku,
svap ve digki Orneklerinden viriis izolasyonu genellikle standart metotlara gore
gerceklestirilmektedir. Ancak kullanilan tekniklerde kiiciik modifikasyonlar yapilmaktadir.
Viriis replikasyonu icin yararlanilan embriyolu tavuk yumurtalar1 § (PLAKOKEFALOS ve
ark., 2000), 9 (KWON ve ark., 2005), 10 (ALFONSO ve ark., 1995; SEO ve KIM, 2004) ve
11 (FOUCHIER ve ark., 2005) giinliik yaslarda tercih edilmektedir. Embriyolu tavuk
yumurtalarinin amniyotik ve allantoik bosluklarina 150-200 pl miktarinda materyale ait
supernatant inokiile edilmekte ve yumurtalar 35-37°C’de, 24-72 saat inkiibe edilmektedir
(CHEN ve ark., 2006).

Bu calismada, diski 6rneklerinden influenza A viriislerinin izolasyonu amaciyla 9-11
giinlik embriyolu tavuk yumurtalar1 kullanildi.  Supernatantlar embriyolu tavuk
yumurtalarinin allantoik bosluguna 150 pl miktarinda inokule edilerek, 37°C’de 3-5 giin
inkiibe edildi. Arastirmada, RT-PCR ile pozitif olduklar1 saptanan materyallerden viriis
izolasyonu, allantoik sivilarin toplanmasi, lam ve mikro hemagliitinasyon testleri, WHO ve
OIE’nin (WHO, 2002; OIE, 2008) bildirdikleri metotlara gore gerceklestirildi.

Okazaki ve ark. (2000), 1996-1998 yillar1 arasinda Sibirya’da kuslarin gég¢ yollari
tizerinde bulunan 11 farkli noktadan topladiklar1 materyallerle, embriyolu yumurtada
izolasyon ve izolatlarin HI ve NI testleriyle alt tiplerinin belirlenmesini amagladiklar
caligmada, 3897 fekal Ornegi test etmislerdir. Bu Orneklerden 3349°u ordek (Anas
platyrhnchos, Anas crecca ve Anas acuta), 349’u Cygnus sp., 131’1 Anser sp., 44°i Larus
canus ve 24’1 de sahil kuslarindan toplanmistir. Arastiricilar, 6rdeklerin 48’inden (%1.4) Al

tip A viriisii izole ettiklerini, diger kus tiirlerinden ise izolasyon olmadigini bildirmislerdir.
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Baska bir calisma (DE MARCO ve ark., 2003) ise serbest olarak yasayan su kuslarinda
yapilmistir. Calismada 469 adeti 6rdeklerden ve 333 adeti ise su tavuklarindan olmak tiizere
toplam 802 adet kloakal svap, viriis izolasyonu acisindan incelenmistir. Ordeklerin 18’inden
(%3.8), su tavuklarinin ise 4’tinden (%1.2) Al tip A viriisleri izole edilmistir. Campitelli ve
ark. (2004), italya’da, 1999-2000 yillar1 arasinda 311 yabani 6rdekten aldiklar1 kloakal svap
orneklerini embriyolu tavuk yumurtasina ekerek, hayvanlarin 20’sinden (%6.4) influenza A
viriisii izole ettiklerini bildirmislerdir. Yine italya’da yapilan bir ¢alismada (DE MARCO ve
ark., 2005), sulak alanlarda barman 150 marti, 162 su tavugu ve 326 oOrdekten alinan 638
kloakal svap 6rnegi, embriyolu kanatli yumurtalarina inokule edilerek, Al tip A virlislerinin
yayginligiin belirlenmesi amaglamistir. Calismada, sadece ordeklerin 5’inden (%]1.5) Al tip
A viriislerinin izole edildigi ifade edilmistir. Khawaja ve ark. (2005), Kasim 2003-Mayis
2004 arasindaki Al tip A viriis salgin1 doneminde, Pakistan’daki belirli bolgelerden secilen
kus tlirlerinde Al virlis varliginin arastirilmasi amaciyla yaptiklari c¢alismada, serolojik
inceleme ve viriis izolasyonu i¢in 7 yabani kus tiiriinden kan, kloakal svap ve doku ornekleri
topladiklarin1 ve materyallerden 9%6.7 oraninda viriis izole ettiklerini bildirmislerdir.
Embriyolu tavuk yumurtasinda yapilan izolasyon sonrasinda yapilan HA testinde, 84 6rnegin
8’inin (%9.5) HA pozitif bulundugunu, ayni zamanda tiim Orneklerin Al viriis polivalan
antiserum kullanilarak AGP testi ile analiz edildigini ve 4’inde (%4.8) pozitiflik
belirlendigini  ifade etmislerdir.  Arastiricilar, referans antiserumlar  kullanilarak
gerceklestirilen VN testi sonucunda 84 6rnegin 8’ini (%9.5) HIN2 acisindan pozitif, tim
orneklerin ise H7N3 negatif bulundugunu belirtmislerdir. HON2 tasiyicilik oraninin tiirlere
gore degerlendirildiginde kartallarda %50, kargalarda %17, 6rdeklerde %10, kazlarda %30 ve
kiimes hayvanlarinda %33 oldugu bildirilmistir. Arastiricilar ayn1 zamanda, HON2 alt tipini
de yukarida belirtilen kuslarin kloakal svaplarinda arastirdiklarini; kaz, kiimes hayvanlart ve
kartallarda %350, kargalarda ise %75 oraninda pozitiflik saptandiklarini bildirmistir.
Aragstiricilar sonug olarak, Al tip A virlis infeksiyonlarinin yayilmasinda yabani kuslarin
onemli oranda tasiyicit olabilecegi kanisina vardiklarini belirtmislerdir. Douglas ve ark.
(2006), 2003 ve 2004 yillarinin May1s ve Ekim aylar1 boyunca Barbados’ta kis1 gegiren farkli
gocmen kus tiirlerinden aldiklar1 168 kloakal svabi, 9-10 giinliik embriyolu tavuk yumurtasina
ektiklerini, 2 adet influenza A viriisi ve 1 adet de newecastle viriisii izole ettiklerini
bildirmislerdir. Ordeklerde influenza A viriisii izolasyon oranin1 %2.7 olarak saptandiklarimni
belirtmislerdir. Aragtiricilar ¢alisma sonucunda, kist bu bolgede geciren su kuslarinda

influenza A virilisiiniin varligini, 6rdeklerde kiyr kuslarindan daha ¢ok virlis izolasyonu
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gerceklestirildigini ve bu virlislerin lokal ve bolgesel kanatlilar, domuz ve yaban hayatina
bulastirilma riski oldugunu ifade etmislerdir. Krauss ve ark. (2007), 5 yil devam eden ve
kloakal svaplari kullandiklari ¢alismalarinda; 590 yabani o6rdegin 98’inden (%16.6),
martilarin da i¢inde bulundugu 1970 sahil kusunun 114’tinden (%5.8) Al tip A viriisii izole
ettiklerini bildirmiglerdir.

Alaska’da yasayan yabani Ordeklerdeki influenza A virlislerini ortaya koymak
amaciyla virlis izolasyonu ve RT-PCR metotlarinin kullanildigi  bir ¢alismada
(RUNSTADLER ve ark., 2007), her 6rdekten ikiser adet olmak iizere toplam 500 kloakal
svap alnarak test edilmistir. Ordeklerin 74’ii (%14.8) RT-PCR, 42’si (%8.4) ise embriyolu
yumurtada yapilan izolasyonla pozitif bulunmustur. RT-PCR ile 72 yesilbas 6rdegin 19°unda
(%26.4), 417 adet kilkuyrugun 54’tinde (%12.9), 11 adet ¢camurcunun ise 1’inde (%?9);
embriyolu tavuk yumurtasinda izolasyon ile yesilbag Ordeklerin 8’inde (%11.1),
kilkuyruklarin 34’tinde (%38.1) izolasyon gerceklestirilmis, ¢camurcundan ise Al tip A viriisii
izole edilmedigi belirtilmistir. Avrupa kitasinin farklt bolgelerindeki gdgmen kuslarda
influenza A viriislerinin prevalansini belirlemek amaciyla yapilan bir calismada (MUNSTER
ve ark., 2007), 65 familyaya ait 323 kanath tiirtinden alinan 24269 adet kloakal 6rnek, calisma
kapsaminda incelenmistir. Ordekler toplu olarak degerlendirildiginde, RRT-PCR ile 13751
hayvanin 817’si (%5.9) Al tip A yoniinden pozitif bulunmustur. Ordek tiirleri dikkate
alindiginda; 8938 yesilbag ordekten 649°u (%7.2), 2538 fiyudan 76’s1 (%3), 940 camurcundan
60’1 (%6.4), 448 kilkuyruktan 13’1 (%2.9), 298 boz ordekten 8’1 (%2.7), 135 kasikgagadan
5’1 (%3.7), 355 sunadan 2’si (%0.6) ve 62 tepeli patkadan 2’si (%3.2) pozitif bulunmustur.
Toplam 6 kaz tiirline ait 6428 ornekten 113’1 (%1.8), 2 kugu tiirtine ait 200 6rnekten 4’1
(%2), 4 mart1 tiiriine ait 2602 drnekten 22’si (%0.8), 2 sahil kusu tiiriine ait 234 6rnekten 2’si
(%0.9), 1 deniz kusu tiirline ait 817 ornekten 3’ii (9%0.4) ve 237 sakarmekeden 1’1 (%0.4)
RRT-PCR ile pozitif bulunmustur. RRT-PCR ile pozitif bulunan toplam 962 6rnek, 9-11
giinlik embriyolu tavuk yumurtalarina ekilmis ve 332’sinden (%34.5) influenza A viriisii
izole edilmistir.

Bu c¢alismada, RT-PCR ile incelen 1910 digki materyalinin 51’1 (%2.7) Al M2
yoniinden bulunmustur. RT-PCR pozitif bulunan 51 6rnek, embriyolu tavuk yumurtasina
ekilmis ve bunlarin 11’inden (%21.6) Al tip A viriisii izole edilmistir. [zolasyon oranina gére
RT-PCR ile daha fazla sayidaki materyalde pozitiflik saptanmis olmasi, diger arastirma
sonuglartyla (FOUCHIER ve ark., 2005; MUNSTER ve ark., 2007; NAGY ve ark., 2007;
RUNSTADLER ve ark., 2007) benzer bulunmustur.
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Insanlardaki influenza A viriis antijenlerini hizli saptamaya yonelik olarak gelistirilen
antigen capture immunoassay test kitleri, son yillarda kanatlilarda da kullanilmaktadir. Bu
kitler, influenza A viriislerinin niikleoproteinleri ile reaksiyon veren monoklonal antikorlar
icermektedir. Bunlarin en 6nemli avantajlar1 arasinda; yaklasik 15 dk i¢inde o6rneklerin
degerlendirilebilmesi, komplike olmamasi ve kolay uygulanabilmesi, 6zel ve pahali cihazlara
ihtiya¢ duymamasi, hastalikla miicadeleye daha erken baslanilmasina olanak vermesi ve bu
nedenle ekonomik kaybin daha az olmasi nedeniyle infeksiyonun kisa siirede kontrol altina
alinmasina imkan vermesi sayilabilir (KODIHALLI ve ark., 1993; DAVISON ve ark., 1998;
CATTOLI ve ark., 2004; ALEXANDER, 2008; CATTOLI ve TERREGINO, 2008).

Bu calismada, AI tip A viriisii slipheli allantoik sivilar, oncelikle HA ozellikleri
bakimindan %]1’lik yikanmis tavuk eritrositi ile lamda HA testinde analiz edildi. Pozitif sonug
verenler, ayni eritrosit sulandirmasi kullanilarak mikro HA testi ile incelendi. Arastirmada,
allantoik stvilar hizli test kiti (Avian influenza virus type A antigen test kiti, Symbiotic Cor.,
USA) ile de test edildi ve lam HA testinde pozitif bulunan izolatlarin tamami bu kitle de
pozitif sonug verdi.

Gogmen ya da yerli hayvanlarda, gerek izolasyon gerekse PCR yontemlerinden elde
edilen pozitiflik oranlari, hayvan tiirlerine gore karsilagtirildiginda, arastirma sonuglarinin
birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. (ALFANSO ve ark., 1995; OKAZAKI ve ark., 2000;
ELLIS ve ark., 2004; CHEN ve ark., 2005; HANSON ve ark., 2005; KHAWAJA ve ark.,
2005; DOUGLAS ve ark., 2006; MUNSTER ve ark., 2007; RUNSTADLER ve ark., 2007).
Bununla birlikte, Anseriformes ve Charadriiformes takimlarina ait su kuslarimin viriisiin
barindirilmasi ve taginmasinda 6nemli rolleri bulunmaktadir (HINSHAW ve ark., 1982;
WEBSTER ve ark., 1992; MUNSTER ve ark., 2005; OLSEN ve ark., 2006). Stallknecht ve
ark. (1990), Al tip A viriislerini Anseriformes’lerin 6nemli {iyeleri olan yerli Kuzey Amerika
ordegi, kaz ve kugularinin 42 tiiriinin 20’sinde saptamiglardir. Munster ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢alismada, biitiin Al viriis izolatlarinin Dogu Atlantik Go¢ Yolu boyunca go¢ eden
Anseriformes ve Charadriiformes takimlarina ait kuslardan elde edildigini belirtmiglerdir.

Bu calismada, RT-PCR ile pozitif olarak degerlendirilen 14 kanatlh tiirlinden 9’unun
(%64.3) Anseriformes takimina ait Ordek tiirlerinden, 4’iniin (%28.6) Charadriiformes
takimina ait sahil kusu ile martilardan ve 1’inin de (%7.1) Phoenicopteriformes takimina ait
flamingolardan olmasi, embriyolu tavuk yumurtasinda izole edilen 11 izolatin tamaminin da
Anseriformes takimina ait 6rdek tiirlerinden elde edilmesi, bulasmada su kuslariin rollerini

ve Oonemini gosteren literatiirlerle (ALFONSO ve ark., 1995; (SHARP ve ark., 1997; DE
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MARCO ve ark., 2003; WALLENSTEN ve ark., 2004; HANSON ve ark., 2005; DE
MARCO ve ark., 2005, KRAUSS ve ark.,, 2007, LEBARBENCHON ve ark., 2007,
MUNSTER ve ark., 2007) uyumlu bulundu. Yine bu c¢alismayla; yerli 4 kanatli hayvan
tiriinde [suna, yesilbas ordek, karabas (gililen) marti ve Van martisi] RT-PCR ile pozitiflik
saptanmis olmasi, lilkemizde influenza tip A viriislerinin neden oldugu ilk ve tek insan 6lim
vakalarinin goriildiigii bolgemizde, bu hayvanlarla icice yasayan insanlar i¢in ciddi bir risk

olusturmasi ag¢isindan da kayda deger ve 6nemli bulundu.

Influenza A viriislerin alt tiplerin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin daha ¢ok
materyallerin embriyolu yumurtalara ekim yapilmasi ve sonrasinda toplanan allantoik sivilara
uygulanan HI ve NI testleriyle yapildigi goriilmektedir (HALVARSON ve ark., 1985; SUSS
ve ark., 1994; ALFONSO ve ark., 1995; OKAZAKI ve ark., 2000; TUMPEY ve ark., 2002;
CHEN ve ark., 2006; MUNSTER ve ark., 2007; RUNSTADLER ve ark., 2007). Cesitli
kanatli tiirlerinde yapilan calismalar incelendiginde, c¢ok farkli alt tipte influenza A
viriislerinin izole edildigi bildirilmektedir (ALFONSO ve ark., 1995; OKAZAKI ve ark.,
2000; CAMPITELLI ve ark., 2004, DE MARCO ve ark., 2005, KRAUSS ve ark., 2007;
MUNSTER ve ark., 2007; RUNSTADLER ve ark., 2007). Bu c¢esitliligin en O6nemli
nedenlerinden biri, influenza A viriislerinin sahip olduklari yiiksek mutasyon yetenegidir
(TOLLIS ve DI TIRANI, 2002; KNOSSOW ve SKEHEL, 2006; ALEXANDER, 2008). HA
gosteren virlislerin antijenik karakterleri, referans influenza A viriislerinin ylizey antijenlerine
kars1 hazirlanan mono spesifik antiserumlar veya tam viriis antijenlerine karsi tavuk ya da
tavsanlardan elde edilen hiperimmun antiserumlar kullanilarak HI (WIDJAJE ve ark., 2004)
veya AGP (DOUGLAS ve ark., 2006) testleriyle de saptanabilmektedir. Izolatlarin
neuraminidaz alt tipleri ise genellikle NI testi ile belirlenmektedir. Ayrica, spesifik primerler
kullanilarak daha ¢ok hemagliitinin alt tiplerine yonelik olmak iizere neuraminidaz alt
tiplerinin belirlenmesi amaciyla RT-PCR yontemi de uygulanmaktadir (LEE ve ark., 2001;
ELLIS ve ark., 2004).

Alfonso ve ark. (1995), su kuslarindan izole ettikleri 27 Al tip A viriisiiniin HI ve NI
testleriyle tiplendirilmesinde, viriislerden 24’iinii (%88.8) tiplendirdiklerini, 3’iinii (%11.1) ise
tiplendiremediklerini ifade etmislerdir. Calismada, tiplendirilen izolatlarin 13’14 (%48.1)
HO6NS8, 6’s1 (%22.2) H4NS, 2’si (%7.4) HAN2 ve 1’er (%3.7) adeti de H2N3, H4N6 ve
H7NI10 olarak identifiye edilmistir. Okazaki ve ark. (2000), 3897 ordege ait fekal

materyallerden izole ettikleri 48 Al tip A virlisiinii HI ve NI testleriyle tiplendirmislerdir.

123



Aragtiricilar, izolatlardan 20’sinin (%41.6) H4N6, 9’unun (%18.7) H11IN9, 5’inin (%10.4)
H3NS, 2’ser (%4.1) adetinin HIIN6 ve HIN2, 1’er (%2) adetinin ise HIN1, H4N9, H5N3,
H5N4, H6N2, H6N7, H8N1, H8N3, H11N1 ve H13N6 alt tipinden oldugunu bildirmislerdir.
Baska bir ¢calisma (DE MARCO ve ark., 2003) ise serbest yasayan su kuslarinda yapilmistir.
Calismada 469’u ordeklerden ve 333’1 de su tavuklarindan olmak tizere toplam 802 adet
kloakal svap, viriis izolasyonu amaciyla test edilmistir. Ordeklerin 18’inden (%3.9), su
tavuklarinin ise 4’iinden (%]1.2) Al tip A viriisii izole edilmistir. Sakarmeke orijinli
izolatlardan 2’si HIONS, 1’er adeti H3N8 ve HINI1; yesilbas o6rdege ait izolatlardan 16’s1
H1N1, 1 adeti H5N2; sunaya ait 1 izolat ise HIN1 olarak tiplendirilmistir. Campitelli ve ark.
(2004), ordek orijinli 20 Al tip A virlislinlin HI ve NI testleriyle yapilan tiplendirmesinde;
izolatlardan 6’sinin (%30) H1, 4’liniin (%20) H11, 2’ser adetinin (%10) H2, H3, H6 ve H7,
I’er adetini ise H4 ve HS5 oldugunu bildirmislerdir. De Marco ve ark. (2005), 638 kloakal
svap orneginden izole ettikleri 5 izolatin tiplendirilmesinde; 2’sinin H2N3, 2’sinin HI 1N6 ve
I’inin de HIN1 oldugunu bildirmislerdir. Sahil kuslar1 ve yabani 6érdeklerden saglanan 2560
materyalden izole edilen 212 influenza A viriisiiniin HI ve NI ile tiplendirmesinde, sahil
kuslarinda en ¢ok saptanan hemagliitinin alt tipleri H1 (%19.5), H10 (%17.5), H9 (%13.5) H3
(%12.4) ve H7 (%11.6); ordeklerde ise H1 (%24), H4 (%24), H10 (%17.7) ve H3 (%16.7)
oldugu bildirilmistir. En ¢ok belirlenen neuramindaz alt tipleri sahil kuslarinda N7 (%24.7) ve
N9 (%24.3); ordeklerde ise N4 (%25) ve N6 (%25) oldugu ifade edilmistir. Alt tipler birlikte
degerlendirildiginde; sahil kuslarinda en yiiksek oranda H7N3 (%19.8), HION7 (%17.5) ve
HIN9 (%15.1); ordeklerde ise H4N6 (%21.9), HIN4 (%18.8) ve HION7 (%16.7) saptandigi
bildirilmistir (KRAUSS ve ark.,, 2007). Munster ve ark. (2007), Anseriformes ve
Charadriiformes takimlarina ait kuslardan izole ettikleri 332 Al tip A viriislinii, HI ve NI
testleriyle tiplendirmislerdir. Hemagliitinin ve neuraminidaz alt tipleri birlikte
degerlendirildiginde 55 farkli alt tipin belirlendigi ¢aligmada, en yiiksek oranda H4N6
(%13.6), H7N7 (%10.5) ve HON2 (%9.9) saptanmustir. Alt tipler ayr1 ayn
degerlendirildiginde, hemagliitinin alt tipine ait en yiiksek pozitiflik %17.8 ile H6’da,
neuraminidaz alt tipinde ise %19.9 ile N2’de belirlenmistir. Diger alt tiplerin dagilimlarinin
ise hemagliitinin yoniinden H7 (%]11.1), H3 (%9.6), H11 (%8.7), H1 (%8.1), H2 (%7.8), H5
(%7.5), H10 (%4.8), H12 (%2.1), H8 (%1.8), H13 (%1.8), H9 (%1.5), H16 (%1.2);
neuraminidaz yoniinden N6 (%17.8), N8 (%14.8), N7 (%13), N9 (%10.8), N3 (%10.2), N1
(%8.7), N5 (%2.7), ve N4 (%2.1) oldugu bildirilmistir. Calismada, H13 ve H16 tiplerinin
daha ¢ok Charadriiformes’lerden, H6 alt tipinin ise yesilbas ordek hari¢ diger yabani
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kuslardan daha fazla izole edildigi bildirilmigtir. N5 ve N7 alt tipleri sadece yesilbas
ordeklerden, N3, N6 ve N8’in sadece Charadriiformes’lerden, N1, N2 ve N8’in ise sadece
kaz ve kugulardan izole edildigi ifade edilmistir. Alaska’daki yabani 6rdeklerde yapilan bir
calismada (RUNSTADLER ve ark., 2007), izole edilen toplam 42 izolatin HI ve NI testleriyle
yapilan tiplendirmesinde, izolatlarin 38’inin (%90.4) tiplendirildigi, 4’iiniin (%9.5) ise
tiplendirilemedigi bildirilmistir. Tiplendirilen izolatlarin 6rdek tiirlerine gore dagilimlart
dikkate alindiginda, yesilbas oOrdeklerden 2’ser adet H3N8, H4N6, H8N4, HI2NS;
kilkuyruktan ise 10 adet H3NS8, 9 adet H4NG, 7 adet H12N5, 3 adet H3NG6 ve 1 adet de H8N4
alt tipinin belirlendigi rapor edilmistir.

Bu caligmada, izolatlarin hemagliitinin tiplerini belirlemek amaciyla Veterinary
Laboratories Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’den ve Avian Influenza OIE/FAO
Reference Laboratory, 1ZSV (Padova, italya)’dan saglanan antiserumlar birlikte kullanildi.
izolatlarin 3°ii H1, 2’si H7 ve yine 2 tanesi H11 olarak tiplendirildi. Bu izolatlardan gamurcun
tirti 6rdeklere ait olan 5 izolatin 3’i H1, 2’si H7 idi. Bu sonug, ¢amurcunlardan en fazla H1,
H2, HS ve H7 alt tiplerinin izole edildigini belirten ¢aligmanin bulgulariyla (KRAUSS ve ark.,
2004) uyumlu bulundu. 29, 36, 37 ve 39 nolu izolatlar hem H1 ve hem de HS antiserumlariyla
pozitif reaksiyon verdi. 36 ve 37 nolu izolatlar HI testinde, ayni zamanda newcastle
antiserumu ile de pozitif reaksiyon olusturdu. Hemagliitinin alt tipine gore net bir sekilde
tiplendirilemeyen bu izolatlar; ayn1 hayvandan 2 farkli alt tipin (H1 ve HS5) birlikte izole
edilmesiyle agiklanabilecegi gibi (SCHIMADA ve ark., 2006; GRONESOVA ve ark., 2008),
H1 ve HS5 alt tipleri arasindaki muhtemel kros reaksiyonlarla da ilgili olabilir. Slovakya’da
ayni hayvanlardan kloakal ve orofarengeal svaplar alinarak nested-PCR ile analiz edildigi bir
calismada (GRONESOVA ve ark., 2008), bazi hayvanlardan 2 farkli alt tipin birlikte
saptandigina dikkat ¢ekilmistir. Calismada; bir Prunella modularis’in orofarengeal svabinda
H10N6, kloakal svabinda H7N6; Emberiza schoeniclusun orofarengeal svabinda H9N2,
kloakal svabinda H3N5 ve bir Phylloscopus collybita’nin orofarengeal svabinda HINS,
kloakal svabinda ise H6NS alt tiplerinin saptandigi bildirilmistir. Su kuslarinda yapilan bir
calismada, hayvanlardan izole edilen 27 Al tip A viriisiiniin HI ve NI ile tiplendirilmesinde, 3
izolatin tiplendirilemedigi bildirilmistir (ALFONSO ve ark., 1995). Fouchier ve ark. (2005)
ise sadece HI testini kullanarak, karabas martilardan izole ettikleri 6 adet Al tip A viriisiinden
4’1int tiplendiremediklerini ifade etmislerdir.

Izolatlarin neuraminidaz tiplerini belirlemek amaciyla Veterinary Laboratories

Agency, VLA (Weybridge, Ingiltere)’den temin edilen antiserumlar kullanildi. Test
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sonucunda; izolatlardan 4’tiniin N9, 3’liniin N7 ve 2’sinin N1 oldugu tespit edildi. 36 ve 37
nolu izolatlar RT-PCR’da H5N1 analizinde N1 olarak tiplendirildi ve agaroz jel
elektroforezde de N1’e spesifik 198-bp’de bant olusturdu. Bununla birlikte bu 2 izolat, NI
testiyle yapilan tiplendirmede antiserumlarla (N1-N9) reaksiyon vermedi ve dolayisiyla NI
testinde tiplendirilemedi. Al tip A ve newcastele viriislerinin kullanilarak yapilan bir deneysel
calismada, bu etkenler arasinda %40 oraninda ¢apraz korumanin oldugu rapor edilmektedir
(SWAYNE ve ark., 2003). Bu calismada; HI testinde newcastle pozitif olan 2 izolatin, NI
testinde antiserumlarin hi¢ biriyle tiplendirilememis olmasi, Swayne ve ark. (2003)’nin
verileri de dikkate alindiginda, newcastle virlisiiniin bu reaksiyonu perdeleyebilecegi
ihtimalini diisiindiirdii.

RT-PCR ve agaroz jel elektroforez sonuglar1 da birlikte degerlendirildiginde; ayni tiir
hayvanlardan elde edilen 4 izolatta 2 farkli hemagliitinin alt tipi (Hl ve HS5) birlikte tespit
edilmis ve 2 izolatin da NI tiplendirilmesi yapilamamigtir. Bu izolatlar hakkinda kesin bir
kanaate varabilmek i¢in sekans analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Al tip A viriislerinin neden oldugu salginlarin etiyolojisini ve salginlar arasindaki
iliskiyi ortaya koymada, kus hareketleri, karisik populasyonlarin artmasi ve gé¢men su kuslari
ile temas gibi avian influenza icin iyi bilinen risk faktorlerinin belirlenmesi son derece
onemlidir (CAPUA ve ark., 1999; ELLIS ve ark., 2004). Hurt ve ark. (2006), Avustralya’da
yaptiklar1  survey ¢alismasinda, go¢men kuslarin  kisa siirede uzun mesafelere
ucabilmelerinden dolay1, HPAI viriislerinin infeksiyon goriilmeyen diger iilkelere transferinde
potansiyel risk tagidiklarini bildirmiglerdir. Arastiricilar, cografik olarak uzak olan tilkelerden
elde edilen izolatlarin birbirleri ile direkt iliskili olmas1 nedeniyle, etkenlerin iilkeler ve hatta
kitalar arasi tasinmanin 6nemini vurgulamaktadirlar. Tirkiye, go¢men kuslarin biiylik goc
yollariin {izerinde bulunmaktadir. Go¢ yollar iizerinde gégmen kuslarin konaklamasi igin
uygun genis sulak alanlar yer almaktadir. Her y1l 500000°den fazla g¢men kus bu gog
yollarin1 kullanmaktadir. Tiirkiye, hem go¢cmen kuslarin go¢ yollar1 {izerinde bulunmasi hem
de diinya kanatli endiistrisi ile yakin is iliskisinden dolay1 Al tip A viriisleri tarafindan tehdit
edilen biiyiik bir risk altindadir (COVEN, 2006). Ulkemizde ilk avian influenza vakasi: Ekim
2005’te Manyas-Balikesir’de goriilmiis, hastaligin yabani kuglardan bulastigi ve HPAT H5N1
viriisii tarafindan olusturuldugu tespit edilmistir. Ikinci vaka Arahik 2005’te Igdir’da,
ticlinciisii Subat 2007°de Gerciis-Batman’da ve dordiinciisii ise Subat 2008’de Caycuma-
Zonguldak’ta gorilmiistiir. Tirkiye’de goriilen ilk influenza A viriis salgmindan sonra

Manyas Kus Cenneti ve Uluabat Kus Cennetindeki degisik yabani kus tiirleri olan boz ve kara
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ordek, su cullugu, karabatak, su tavugu, sakarmeke, balik¢il, kasikgaga, camurcun, ak pelikan,
mart1 ve kumrudan 49 6rnek alinmistir. Kloakal svaplar ve organ 6rneklerinde viriis izolasyon
calismalar1 yapilmis ancak tiim rnekler Al tip viriis yoniinden negatif bulunmustur (COVEN,
2009). FAO, 19 Mayis Universitesi ve Sivil Toplum Orgiitleri (Kus Arastirmalar1 Dernegi,
Doga Dernegi) isbirligi ile yiiriitiillen ve yabani kuslarda yapilan bir ¢calismada; Yumurtalik
Lagiinleri-Adana, Kizilirmak Deltasi, Bafra-Samsun ve Nallihan Kus Cenneti-Ankara’da 22
tire ait 329 yabani kustan, 692 ornek (trakheal ve kloakal svap) toplanarak, Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii (Ulusal Referans Labotratuvar, Bornova-izmir) ve
French Agricultural Research Centre for International Development’da incelenmistir.
Orneklerde H5N1 ve diger HPALI alt tiplerinin tespit edilemedigi, ancak LPAI viriislerinin
saptandig1 bildirilmistir. Materyaller toplam olarak degerlendirildiginde, RRT-PCR ile
orneklerin %13.7’si Al tip A viriisii bakimindan pozitif, %8.1°1 ise siipheli olarak tespit
edilmistir. RRT-PCR ile Kizilirmak Deltasindan alinan 372 6rnegin 71’1 (%19) pozitif, 38’1
(%4.8) siipheli, Yumurtalik Lagiinlerinden almman 308 ornegin 24’4 (%7.7) pozitif, 18’i
(%35.8) stipheli ve Nallithan Kus Cennetinden alinan 16 6rnegin 1’1 (%6.2) pozitif, 1’1 (%6.2)
ise siipheli bulunmustur. RRT-PCR pozitif orneklerin 1’inden (%1) (Yesilbas ordek,
Kizilirmak Deltas1) viriis izole edildigi ve izolatin HI2N2 olarak tiplendirildigi belirtilmistir
(COVEN, 2009).

Subat 2006 yilinda baslayan ve 28 ay siireyle Van Golii Havzasindaki rastlantisal,
transit goger, kis ziyaretgisi, gogmen ve yerli 47 kanath tiiriine ait toplam 1910 diski
Orneginin, avian influenza tip A M2 geni yoniinden RT-PCR ile incelendigi bu caligmada,
orneklerden 51°1 (%2.7) pozitif bulundu. Al M2 yoniinden pozitif bulunan materyallerin RT-
PCR ile analizinde, 4 (%7.8) 6rnegin HSN1 oldugu saptandi. Embriyolu tavuk yumurtasinda
yapilan izolasyonda RT-PCR pozitif 51 6rnegin 11’inden (%21.6) influenza A viriisi izole
edildi. Izolatlarin 3°ii HIN7, 2°si H7N9 ve 2’si HI1N9 olarak tiplendirildi. 4 izolat hem H1
hem de H5 alt tipine ait antiserumlarla reaksiyon olusturdu. Bu 4 izolatin ikisi N1 olarak
tiplendirilirken, 2 tanesi RT-PCR ve agaroz jel elektroforez yontemleriyle N1 olarak

tiplendirilmesine ragmen NI testinde tiplendirilemedi.
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4.1. Projeden c¢ikarilan sonuglar

1. Proje onerisinde 20 aylik calisma periyodunda 36 kanath tiiriinden 1500-2000 disk1 6rnegi
toplanmasi hedeflenen bu arastirma, 28 aylik ¢alisma periyodunda 47 kanatli tiirtinden 1910
diski 6rnegi incelenerek tamamlandi. Ayrica, arastirma siiresince laboratuvarimiza hastalik
sliphesiyle getirilen hayvan ve insanlara ait materyaller proje kapsaminda incelendi. Yazili
kaynaklar incelendiginde bu arastirmanin; calisma siiresi, 6rnek alinan hayvan tiirleri ve
incelenen hayvanlara ait diski sayilar1 agisindan iilkemizde bu kapsamda yapilan ilk ¢alisma

oldugu goriildii.

2. Literatiir incelemelerimizde, materyallerin laboratuvara taginmasinda kullanilan transport
mediumlarin farkli soliisyonlar ve degisik antibiyotiklerle hazirlandig1 goriildii. Projede
hazirladigimiz ve kullandigimiz transport mediumun materyallerin taginmasinda hazirlanmasi

kolay, ucuz, uygun bir ortam oldugu sonucuna varildi.

3. Bu arastirmada, gé¢cmen kuslarin 6nemli bir konaklama yeri olan Van Golii Havzasinda
bulunan rastlantisal, transit goger, kis ziyaretcisi, gogmen ve yerli toplam 47 kanath tiiriinden
toplanan 1910 disk1 6rneginin 51’1 (%2.7) RT-PCR ile Al tip A viriis M2 geni yoniinden
pozitif bulundu.

4. Avian influenza tip A viriis M2 geni yoniinden pozitif bulunan 6rnekler, RT-PCR ile H5N1
yoniinden incelendi; 51 pozitif 6rnegin 4’linde (%7.8) H5N1 alt tipi saptandi. RT-PCR H5N1
pozitif 6rnekler 15 Eyliil 2006 tarihinde Ergek Golii, Karagiindiiz Koylinde kasikgaga tiirii

ordeklerden toplanan diski materyallerinden elde edildi.

5. RT-PCR ile pozitiflik saptanan 51 digki 6rneginin toplandigi 14 kanath tiiriiniin 9’u
(%64.3) Anseriformes takimina ait 6rdek tiirleri, 4’ii (%28.6) Charadriiformes takimina ait

sahil kusu ve martilar, biri de (%7.1) Phoenicopteriformes takimina ait flamingodan olustu.

6. RT-PCR ile pozitif bulunan 51 6rnekten 38’i (%74.6) 2006, 2007 ve 2008 yillar1 kis-bahar

donemine denk gelen zaman diliminde toplanan 6rneklerde tespit edildi.
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7. RT-PCR ile pozitif bulunan 6rneklerin 35’1 (%68.6) bes adet kis ziyaretgisi tiirden, 8’1
(%15.7) dort adet yerli kanatli tiiriinden, 4’1 (%7.8) {i¢ adet gogmen kus tiiriinden, 3’1 (%5.9)
bir adet hem kis ziyaret¢isi hem de gé¢men olarak tanimlanan bir tiirden ve 1 tanesi de (%2)
transit goger bir tiirden alinan digkilarda saptandi. Hayvanlarin statiileri dikkate alindiginda,

en yliksek pozitiflik kis ziyaretcisi olan iki 6rdek tiiriinde goriildii.

8. Ayni tarihlerde ayn1 mekani paylasan farkli kanatl tiirlerinden alinan diski 6rneklerinde de

RT-PCR ile pozitiflik saptandi (Tablo 13).

9. RT-PCR ile pozitif bulunan 6rnekler embriyolu tavuk yumurtalarma ekildi. 51 pozitif
ornegin 11’inden (%21.6) avian influenza tip A viriisli izole edildi. RT-PCR ydnteminin
izolasyon yontemine gore pozitiflikleri saptamada daha basarili oldugu bu c¢alisma
sonuglariyla da teyid edildi. izolatlarin tamami Anseriformes takimina ait kis ziyaretgisi ile kis
ziyaretgisi/gogmen olarak statiilendirilen kasikgaga, elmabas patka ve camurcun tiirii
ordeklerden elde edildi. Tirkiye’de ilk defa bu calisma ile influenza A viriislerinin
bulastirilmasinda 6nemli rezervuar hayvanlar olduklar1 bildirilen bu 6rdek tiirlerinden Al tip

A viriisiiniin izolasyonu gergeklestirilmis oldu.

10. Izole edilen bu viriislerin hemagliitinasyon inhibisyon ve neuraminidaz inhibisyon
testleriyle tiplendirmeleri yapildi. Izolatlardan 3’ii HIN7, 2°si H7N9 ve 2’si de HI1 N9 olarak
tiplendirildi. H7 olarak tiplendirilen izolatlar, 12 Mart 2008 tarihinde Cakirbey yerlesim
yerinde, camurcun tirii ordeklerden elde edildi. Kasikgaga tiirii 6rdeklerden izole edilen 4
izolat hem H1 ve hem de HS5 antiserumlariyla pozitif reaksiyon verdi. Bu izolatlarin 2 tanesi
NI testiyle N1 olarak tiplendirilirken, 2 tanesi NI testinde antiserumlarin hi¢ biriyle pozitif
reaksiyon olugturmadi ve NI testi ile tiplendirilemedi. Bu izolatlarin RT-PCR H5N1 analiz ile
agaroz jel elektroforez sonuclar birlikte degerlendirildi ve sekans analizlerinin yaptirilmasina
karar verildi. Yazili kaynaklar incelendiginde, lilkemizde bu alt tiplerin 6rdek tiirlerinden ilk

defa bu galisma ile izole edildigi goriildii.

11. Proje devam ederken, 07-09 Ekim 2008 tarihleri arasinda Anabilim Dalimizin ev
sahipliginde Van’da VIII. Ulusal (Uluslararas1 Katilimli) Veteriner Mikrobiyoloji Kongresi
yapildi. Kongre kapsaminda, devam eden bu projemiz de dikkate alinarak, cagrili teblig

sunmak iizere Al tip A viriis infeksiyonlar1 konusunda ¢ok sayida arastirmasi bulunan Prof.
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Dr. Hiroshi KIDA (Hokkaido Universitesi, OIE Diinya HPAI Referans Laboratuvari
Direktorii, Japonya) davet edildi. Prof. Dr. Hiroshi KIDA ile bu proje ve influenza A
virlisleriyle ilgili olarak bilgi alis-verisinde bulunuldu ve birlikte saha gozlemleri yapildi

(Fotograf 4c).

12. Projenin | ve Il. verileri, biri uluslararasit digeri uluslararasi katilimli olmak iizere 2
kongrede sunuldu. Projenin Ill. verileri, uluslararasi bir kongrede sunulmak tizere kabul
edildi.

13. Proje hazirlanirken Van Golii Havzasinda hastaligin hizli teshisine yonelik bir laboratuvar
alt yapisinin olusturulmasi hedeflenmisti. Proje kapsaminda alinan cihaz ve egitimlerle bu
hedef gerceklestirildi ve amaca yonelik olarak bir laboratuvar alt yapisi olusturularak hizmete
sunuldu. Elde edilen izolatlar, iilkemiz referans laboratuvari koleksiyonuna (Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii AI Ulusal Referans Laboratuvarina, izmir)

kazandirildi.

14. Yerel, ulusal, yazili ve gorsel basinda proje ve kus gribi hastalig ile ilgili bilgiler verildi.
Sonuc¢ olarak, yukarida sayillan bashklar degerlendirildiginde bu calismanin;

Tiirkiye’de konuya iliskin bu kapsamda yapilan ilk arastirma oldugu ve iilkemizde

bundan sonra yapilacak diger calismalara temel nitelikte, global diizeyde yapilacak Kimi

calismalara ise epidemiyolojik olarak, 6nemli katkilar saglayacagi kanaatine varildi.
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4.2. Hedef ve oneriler

1. 2009 yili kis-bahar doneminde de sahadan Ornek toplanmaya devam edilmekte olup,
toplanan bu orneklere ait analizler yapilacak ve havza 2009 yilinin ilk 3 ayinda da takip

edilecektir.

2. RT-PCR’da pozitif bulunan 6rnekler ile tiim izolatlarin sekans analizleri yaptirilacaktir.

3. RT-PCR ile Al tip A M2 pozitif olan 6rneklerin tamami1 H7 ve HON2 yoniinden primer ve
problar temin edilerek, RT-PCR’da analiz edilmesi diisiiniilmektedir.

4. Yiiziincii Y1l Universitesi, T1p Fakiiltesi, Cocuk Saglhig1 ve Hastaliklart Béliimii ile ortak bir

proje hazirlanmasi diistiniilmektedir.

5. Yapilan bu calisma neticesinde, Van Golii Havzasinda hastalik riskinin kis-bahar
déneminde daha yiiksek oldugu belirlendi. Koruyucu 6nlemler alinmasi ve yore halkinin
bilinglendirilmesi amaciyla, bu donemlerde gerekli uyarilarin yazili ve gorsel basinin

destegiyle tarafimizca diizenli olarak yapilmasina karar verildi.

6. Projede kullanilan transport medium, digski materyallerinin tasinmasinda yeterli ve uygun
bir tagima ortami olmasi nedeniyle, konuyla ilgili ¢alisacak arastiricilara tavsiye edilebilir

nitelikte bulundu.

7. Ulkemizin gog yollar1 ve sulak alanlarinda benzer saha taramalar1 diizenli olarak yapilmali
ve Tirkiye’nin kus gribi risk haritalar1 ¢ikartilmalidir. Bu ¢alismalardan elde edilecek
izolatlar, Ulusal Referans Laboratuvarimizda toplanmali, as1 hazirlama ve/veya ulusal
stratejik menfaatlerimize yonelik aragtirmalarda kullanilmak {tizere Tirkiye koleksiyonu

olusturulmalidir.

Bilgi Notu: Projenin oneri formunda “Basar1 Olgiitleri” baslhigi altinda belirtilen asamalarmn

tamami gergeklestirilmistir.
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EK 1: Proje kapsaminda digki 6rneklerinin toplandig1 kanatli hayvan tiirleri (152-164)*

Ordekler-1
Eveil
Tir adi Tiirkge | ingilizce . .. | kanatliile 5
(Bilimsel adr) | adi adr | Sdtisi | gomag Fotografi
ihtimali**
1 Anas Fiyu Wigeon . K .. Diistik
penelope ziyaret¢isi
Kis -
2 | Anascrecca | Camurcun Teal . .. Diisiik
z1yaretgisi
Anas Yesilbas . .
3 platyrhynchos Srdek Mallard Yerli Yiiksek
L Kis -
4 Anas acuta | Kilkuyruk | Pintail . .. Diisiik
z1yaretgisi
A S

*Fotograflar proje kapsaminda ¢ekilmis olup izinsiz ¢ogaltilamaz.
**Proje siiresince yaptigimiz saha gozlemlerinde sulak alan ve gdl kiyisina yakin yerlesim yerlerinin tiimiinde
evcil kanatlilarin diger kanatlilarla temasi oldugu goriildi.
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Ordekler-2

Tar adi Tiirkce ingilizce kEZ;ltlh
(Bilimsel ¢ & Statiisii | . Fotografi
adi) adi adi ile temas
ihtimali
Anas )
querquedula Cikriken | Garganey | Gogmen Orta
Anas Kis i
cylpeata Kagikgaga | Shoveler Ziyaretgisi Yiiksek
Tadorna Ruddy . .
ferruginea Angit shelduck Yerli Yiiksek
I:gg::: Suna Shelduck Yerli Yiiksek
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Ordekler

Tur adi : Eveil
(Bilimsel T“rdk“ Ingilizee | g iy |  Kanath Fotografi
adi) adi adi ile temas
ihtimali
Kis
9 | Aythya ferina Elmabag Pochard | ziyaretgisi | Yiiksek
patka ..
+Gogmen
Aythya Tepeli Tufted Kis -
10 fuligula pakta duck ziyaretgisi Disiik
Oxyura White-
11 leucocephala Dikkuyruk | headed Gogmen Diislik
duck
Kugular
12 Cygnus Otl{cu Whooper . Kis N Diisiik
cygnus kugu swan ziyaretgisi
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Kazlar

Fotografi

Eveil
Tiir adi Tiirkce | Ingilizce Statiisii ka;;:tll
(Bilimsel adr) ad1 ad1
temas
ihtimali
Akalinl Greater
. biiytik white- Kis -
13 | Anser albifrons sakarca fronted | ziyaretcisi Disiik
kazi goose
Flamingolar
14 Phoenicopterus Flamingo Gregter Trfmm Yiiksek
ruber flamingo goger
Su kuslari-1
Bahri .
15 | rachybapts g, | Litle Yerli | Yiiksek
ruficollis z grebe
batagan)
. Black
16 |  Podiceps | Karaboyun | ooq | yeri | Yiksek
nigricollis batagan arebe
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Su kuslari-2

Fotografi

Evecil
. : kanath
Tur adi . Ingilizce - .
(Bilimsel ad) Tiirkce ad1 ad Statiisii ile
temas
ihtimali
17 Phalacrocorax Karabatak Cormorant Rastlﬁntlsal Diistik
carbo tiir
18 Fulica atra Sakarmeke Coot Yerli Yiiksek
Balik¢illar
Nycticorax Gece . . -
19 nycticorax balikeih Night heron Goemen Diisiik
Leylekler
20 | Ciconia ciconia Akleylek White stork Gogmen Diistik
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Kiy1 kuslari-1

Evcil
. : kanath
Tur adi - Ingilizce - . <
(Bilimsel ad) Tiirkce ad1 ad Statiisii ile Fotografi
temas
ihtimali
Himantopus Black- . -
21 himantopus Uzunbacak winged stilt Gogmen Diisiik
22 Vanellus Kizkusu Lapwin, Gogmen Orta
vanellus $ pwing ¢
23 | Tringa totanus Kizilbacak Redshank Gogmen Orta
24 Philomachus Dogiisken Ruff Trfln51t Diisiik
pugnax kus gocer
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Kiy1 kuslari-2

Fotografi

Eveil
. : kanath
Tur adi . Ingilizce - .
(Bilimsel ad) Tiirkce ad1 ad Statiisii ile
temas
ihtimali
25 | Motacilla alba Ak kuyruk Whlt.e Yerli Orta
sallayan wagtails
. Maskeli Black-
26 Motacilla flava kuyruk headed Gogmen Orta
feldegg .
sallayan wagtail
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Martilar ve sumrular

Tar adi . Eveil
(Bilimsel T“rdk“ Ingilizee | o i | kanathile Fotografi
adi) adi adi temas
ihtimali
Black-
27 . I__arus Karabas headed Yerli Yiiksek
ridibundus mart1
gull
Larus Van . ..
28 michahellis martisi Van gull Yerli Yiiksek
Sterna Irmak Common . -
29 hirundo sumrusu tern Gogmen Diisiik
4o | Chlidonias | Akkamat | WMUe b
leucopterus sumru winge ¢
black tern
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Kara kuslari-1

Tar adi . Eveil
(Bilimsel Tirkee | Ingilizce Statiisii kanath ile Fotografi
adi) adi adi temas
ihtimali
31 | Columba j Kaya | Rock | yopi | yigek
livia giivercini dove
32 M?mps Arikusu | Bee-eater | Gogmen Diisiik
apiaster
Corracias i -
33 garrulus Kuzgun Roller GOgmen Diisiik
Galerida Tepeli Crested . -
34 cristata toygar lark Yerli Disiik
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Kara kuslar-2

Fotografi

. Eveil
Tur adi . P .
(Bilimsel Tiirkce Ingilizce Statiisii kanath ile
adi) adi ad1 temas
ihtimali
Alauda .
35 arvensis Tarlakusu | Skylark Yerli Orta
- Kiy1
Riparia Sand .« -
36 riparia (kum) martin Gogmen Diisiik
kirlangici
Hirundo Is (Kir) N .
37 rustica kirlangict Swallow | Gd¢men Yiiksek
Sturnus < . . .
38 vulgaris Sigireitk Starling Yerli Yiiksek
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Kara kuslari-3

Fotografi

. Evcil
Tar adi .. L .
(Bilimsel Tiirkce Ingilizce Statiisii kanath ile
adi) adi adi temas
ihtimali
Alectoris Kinali Chukar .
31 chukar keklik | partridge | Yol Orta
Rose-
40 Sturnus P(Embe coloured | Gogmen Diisiik
roseus sigircik .
starling
41 Passer Ev | House Yerli Yitksek
domesticus sergesi sparrow
42 Pica pica Saksagan | Magpie Yerli Yiiksek
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Kara kuslari-4

Fotografi

. Evecil
Tur adi Tiirkce | Ingilizce Statiisii kanath ile
(Bilimsel adi) adi adi temas
ihtimali
43 corvus Ciice Jackdaw Yerli Yiiksek
monedula karga
Corvus Ekin . .
44 frugilegus Kargast Rook Yerli Yiiksek
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Evcil kanathlar

Fotografi

. Evcil

Tur adi Tiirkce | Ingilizce Statiisii kanath

(Bilimsel adi) adi adi ile temas

ihtimali

45 Anse_ r Evecil Domestic Yerli Yiiksek

domesticus kaz goose

Gallus Evcil . .

46 domesticus tavuk Hen Yerli Yiiksek
. Evcil Domestic . ..

47 | Meleagris sp. hindi turkey Yerli Yiiksek
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EK 2: RT-PCR ile avian influenza tip A M2 geni yoniinden pozitiflik saptanan tiirler ve
statiileri (165-178)™

Ordo : PHOENICOPTERIFORMES
Familya : Phoenicopteridae

Cins : Phoenicopterus

Tar : Phoenicopterus ruber (Flamingo)
Statu : Transit gocer

*Fotograflar proje kapsaminda cekilmis olup izinsiz ¢ogaltilamaz.
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins - Anas

Tar - Anas clypeata (Kasikgaga)
Statu : Kis ziyaretgisi
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins - Anas

Tar : Anas crecca (Camurcun)
Statu : Kis ziyaretgisi

167



Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins - Anas

Tar - Anas penelope (Fiyu)
Statu : Kis ziyaretgisi
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Aythya

Tar : Aythya fuligula (Tepeli patka)
Statu : Kis ziyaretgisi
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Anas

Tar > Anas acuta (Kilkuyruk)
Statu : Kis ziyaretgisi




Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Aythya

Tar : Aythya ferina (Elmabas patka)
Stati : Kis ziyaretgisi+Gogmen
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Ordo : CHARADRIIFORMES

Familya : Recurvirostridae

Cins : Himantopus

Tar : Himantopus himantopus (Uzunbacak)
Statu : Go¢gmen
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Ordo : CHARADRIIFORMES

Familya : Scolopacidae

Cins : Tringa

Tar : Tringa totanus (Kizilbacak)
Statu : G6gmen
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Anas

Tar : Anas querquedula (Gikrikgin)
Statu : G6gmen

174



Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Tadorna

Tur : Tadorna tadorna (Suna)
Statu s Yerli

I. : ‘f bia# ’ ﬂ' i g P; 1. | l i-.
V1 ety ...,‘ fh;;;:wr ﬁ e
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Ordo : ANSERIFORMES

Familya : Anatidea

Cins : Anas

Tar : Anas platyrhynchos (Yesilbas 6rdek)
Statu s Yerli
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Ordo : CHARADRIIFORMES

Familya : Laridae

Cins : Larus

Tar : Larus ridibundus (Karabas (Giilen) marti)
Statu > Yerli
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Ordo : CHARADRIIFORMES

Familya : Laridae

Cins : Larus

Tur : Larus michahellis (Van martis1)
Statl s Yerli
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