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1. OZET

Bu tezde Marmara Bolgesindeki koyunlarda goriilen abort ve postnatal
olgularda, iilkemizde en Onemli viral atik etkenleri olarak kabul edilen
pestiviruslar, mavidil virus (BTV) ve Akabane virus (AKAV) varligmin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla Marmara Bolgesinde 12 farkli ilde serum,
abort ve postnatal Ornekler toplandi. Enzim ilintili immiinosorbent deneyi
(ELISA) neticesinde koyun kan serum oOrneklerinin %67 sinde (800/1200)
pestivirus, %38,7’sinde (465/1200) BTV ve %0,08’inde (1/1200) ise AKAV
spesifik antikorlar tespit edilmistir. Pestivirus tersine transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) neticesinde toplam 103 postnatal 6rnegin 23’iinde
(%23,33) ve 178 atik fotus O6rneginin ise 34’tinde (%19,10) pestivirus pozitifligi
belirlenmistir. Bu neticelere gore, toplam 281 klinik 6rnegin 57’sinde (%20,28)
pestivirus pozitifligi saptanmistir. Incelenen klinik drneklerin hi¢ birinde BTV ve
AKAV spesifik RNA varlig1 tespit edilememistir.

Sonug¢ olarak, Marmara Bolgesinde abortlar ve postnatal Oliimlerde
pestiviruslarin yiiksek prevalansi tespit edilmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak,
Marmara Bolgesinde pestiviruslara karsi asilama basta olmak {izere diger kontrol-

miicadele metotlarinin ivedilikle uygulanmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler: Pestivirus, Mavidil virus, Akabane virus, koyun,

seroloji, RT-PCR.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE VIRUSES (PESTIVIRUS, BLUETONGUE
AND AKABANE VIRUS) IN ABORTION AND POSTNATAL SAMPLES

FROM SHEEP IN MARMARA REGION

In this thesis, the detection of presence of pestiviruses,
bluetongue (BTV) and Akabane virus (AKAV), which are accepted to be
the most important viral abort agents in Turkey, from the aborted and postnatal
specimens is aimed. The samples were collected from 12 provinces at Marmara
area. Of 1200 sheep serum samples, 800 (67%), 465 (38,7%) and 1 (0,08) were
detected to be seropositive by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
pestivirus, BTV and AKAYV, respectively. The presence of pestivirus RNA was
detected by reverse transcription- polymerase chain reaction of (RT-PCR) into 23
of 103 (23,3%) postnatal specimens and 34 (19,1%) of 178 aborted fetus samples.
Therefore, pestivirus was detected in 57 (20,28%) of total 281 clinical specimen.
BTV and AKAYV specific RNA’s were not detected in any of clinical specimens.
In conclusion, there's a high prevalence of pestivirus prevalence among abortions
and postnatal deaths in Marmara region. According to the results, we suggest
immediately application of vaccination and other prevention and control methods

against pestiviruses in Marmara region.

Key Words: Pestivirus, bluetongue virus, Akabane virus, sheep, serology,

RT-PCR.



3. GIRIS

Koyun yetistiriciliginde, isletme devamliligi ve ekonomik kapasitesinin
stirekliligi i¢in, her koyundan saglikli yavru alinmasi olduk¢a 6nemlidir. Ayrica
atik yapan koyunlarda siit veriminin olmamasi da ekonomik a¢idan 6nemlidir. Bu
bakimdan gebeligin sekillenmesi kadar, gebeligin devaminin saglanmasi ve
saglikli kuzularin elde edilmesi bir yetistiricinin en 6nemli beklentisidir. Virus
kaynakli transplasental enfeksiyonlarin yol actig1 fotal ve embriyonik oliimler,
ekonomik bir yetistiriciligin devamliliginin saglanmasi oniindeki problemlerin
basinda yer almaktadir (1, 2, 3).

Genel olarak ruminantlardaki fotal ve embriyonik oOliim vakalar
incelendiginde, bu vakalarda metabolik ve hormonal bozukluklar, beslenme
yetersizlikleri, travma, zehirlenmeler, idiyopatik (sebebin belirlenemedigi
olgular) ve enfeksiyoz ajanlar gibi ¢ok ¢esitli sebepler karsimiza ¢ikmaktadir (2).
Bu nedenle, fotal ve embriyonik 6liimlerin sebeplerini tek nedene baglamak veya
bu vakalarin etiyolojisini belirlemek olduk¢a zordur. Saglikli bir siiriide %3
oranindaki fotal ve embriyonik Olim vakalarmin tolere edilebilecegi
vurgulanmaktadir. Ancak, kuzulama déneminde bu oran asildiginda ¢6ziim igin
teshise yonelik yardim talebinde bulunmak, analiz i¢in teshis laboratuvarlarina
numune gonderilmesi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda fotal ve embriyonik
oliim vakalarmm yaklasik %35’inde fungal, %11’inde viral, %15’inde bakteriyel
ve %17’sinde etiyolojisi belirlenemeyen enfeksiydz etkenler tespit edilmistir.
Kalan yaklasik %50’sinin ise idiyopatik oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 1).

Viruslar disindaki  enfeksiydz etkenler (6rn. Brucella spp., Listeria



monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp., Coxiella burnetii,
Chlamydophila abortus) her yil 6nemli sayida fotal ve embriyonik Gliimlere
neden olmalarma ragmen, sporadik seyrettikleri ve siirii igerisinde yayilim
gostermedikleri i¢in yetistiricilik i¢in sl diizeyde problem olustururlar (4).

Atiklarin sebepleri Sekil 1°de 6zetlenmistir.

ABORTLARIN SEREPLERI
ej:i_jmlo 151
bﬂmmeyen idivopatik
etleenler 50%
17%%

anomaliler
balkteriyel 2%

15%

5%

wiral
11%

Sekil 1. Atiklarin olas1 sebepleri (4)

Fotal ve embriyonik Oliimlere neden olan viral etkenlerin orani yapilan
degerlendirmelerde %28’lere vardig1 goriilmekle birlikte ortalama %11 civarinda
oldugu bildirilmektedir. Bu viral etkenlerin 6nemli 6zelligi siirii i¢inde hizla
yayillmast ve gebeligin farkli evrelerinde intrauterin veya transplasental
enfeksiyon sonucu, gelismekte olan yavruda etkenin alindig1 evreye bagh olarak
degisen (embriyonik Oliimler, mumifikasyon, maserasyon, anomalili yavru

dogumu, zayif yavru dogumu, persiste enfekte yavru dogumu) bir dizi



bozukluklara neden olmalaridir. Bu bakimdan viruslarin sebep oldugu
transplasental enfeksiyonlar genel olarak siirii sagligimi etkilemektedir (4).

Tirkiye’de koyunlarda goriilen abortlarda bakteriyel etiyolojinin
arastiritlmasina yonelik bir¢ok caligmaya rastlanmistir (5-12). Ancak koyunlarda
direkt abort olgularinda viral etiyolojinin arastirilmasina yonelik bu tezde konu
edilen viruslar igin az sayida ¢alisma tespit edilmistir (1, 2, 13, 14). Abort gibi pek
cok etkenin sebep oldugu olgularda sadece bakteriyel etkenlerinin varligina
bakilmasi epidemiyolojik olarak eksik verilerin elde edilmesine sebep olmaktadir.

Diinyada koyunlarda goriilen virus kaynakli enfeksiyonlarin baslicalar
Akabane, Mavidil, Pestivirus ve Rift vadisi hummasidir (2, 3, 13-19). Ulkemizde
Rift vadisi hummasinin goriildiigiine dair bir bilginin olmamas1 ve epidemiyolojik
olarak ozellikle bolgede goriilme ihtimalinin ¢ok zayif olmasi nedeniyle bu tez
kapsaminda bu enfeksiyonun varlig1 arastirilmamastir.

Bu tezde Marmara Bolgesindeki koyunlarda goriilen abort ve postnatal
Oluimlerde {ilkemizde en oOnemli viral atik etkenleri olarak kabul edilen
pestiviruslar, mavidil virusu (BTV) ve Akabane virusu (AKAV) varhiginin

arastirilmasi amaclanmistir.

3.1. Pestivirus Enfeksiyonlari

3.1.1. Etiyoloji

Pestivirus enfeksiyonuna neden olan viruslar, Flaviviridae ailesinin
Pestivirus grubunda yer alir. Bu grupta klasik domuz vebasi (clasical swine fewer;
CSF), sigirlarin viral diyare virusu (bovine viral diarrhoea virus; BVDV), koyun

ve kecilerde enfeksiyon olusturan sinir hastaligi virusu (border disease virusu;



BDV) ve hepatovirus olarak ifade edilen insanlardaki hepatitis C virusu
bulunmaktadir (20, 21-23). BVDV ve BDV izolatlarinin antjenik yakinligi,
fiziksel ve biyolojik benzerlikleri nedeniyle her iki virus pestivirus genusu iginde
ayni tiir olarak identifiye edilmektedir (20).

Yakin akraba olan bu viruslarm (BVDV 1, BVDV 2, BDV ve CSF)
smiflandirilmasi, tiirler arasi gecis olasiligi sebebiyle olduk¢a sorun teskil
etmektedir. Genel olarak koyun ve kegilerin pestivirus enfeksiyonlarmin etkeni
BDV kabul edilmektedir (23, 24). BDV ilk bildirimi 1959°da Ingiltere ile Wales
smir bolgesindeki koyunlardan tespit edilmesinden dolay1 “sinir hastaligr” adi
verilmistir. Ayrica bu hasatlik, “hairy shaker disease” veya ‘“fuzzy lambs
syndrome” gibi isimlerle de anilmaktadir (23-25). BDV, hem kendi spesifik
konakgis1 olan koyun ve kecileri, hem de diger hayvan tiirlerini (domuz ve vahsi
ruminantlar) enfekte edebilmektedir (3, 26). Ancak, son yillarda yapilan
calismalarda, koyunlarda pestivirus olgularinda kayda deger oranlarda BVDV’un
varlig1 da tespit edilmistir. Bu nedenle bir¢ok teshis laboratuvari gerek sigirlarda
gerekse koyunlarda pestiviruslara bireysel olarak bakmak yerine pestivirus genusu
diizeyinde taniya gitmektedirler.

Izole edilen smir hastaligi, saha viruslar1 konakg1 spesifitesi ve
genetik/antijenik analizleri neticesinde kendi aralarinda 4 farkl altgrupta (BDV-
1, BDV-2, BDV-3 ve BDV-4) toplanmistir. Benzer sekilde BVDV’un da birden
fazla genotipi veya subtipleri bulundugu ve bunlarinn sayilarinin farkl
calismalarda farkli sayilarda oldugu ifade edilmektedir (23).

Pestivirus genomu tek iplik¢ikli pozitif polariteli linear yaklasik 12,5 kb

uzunlugunda, 50 nm ¢apinda, kiigiik ve zarfli viruslardir (16, 27, 28). Virus



genomu; iki ucundan translate olmayan bolgelerle (5’ ve 3°, untranslate region
UTR) g¢evrelenmis, bir agik okunabilir bolgeye (open reading frame, ORF)
sahiptir. UTR bdlgeleri, virus proteinlerinin sentezi ve virus genomunun
replikasyonu i¢in Onemli sinyalleri bulundurmaktadir. ORF; yaklagik 4000
aminoasitten olusan bir poliprotein olarak kodlanir, yapisal olan ve olmayan 11-
12 adet proteine sahiptir (27). Pestivirus partikiilii sematik olarak Sekil 2’de,
Flaviviridae ailesinde yer alan viruslar, etkiledigi konakg¢ilar ve cografik dagilimi

Tablo 1°de verildi.

Edimer M Protein

Sekil 2. Pestivirus partikiilii ve genom organizasyonu (29)



Tablo 1. Flaviviridae ailesinde yer alan viruslar, etkiledigi konakgilar ve

cografik dagilimi (22, 23, 30)

Genus Etken Konaka Cografik Dagihm
Louping ill Koy, at, insan Avrupa
Flavivirus Wesselsbron Koyun Afrika
Japon ensefalitisi Domuz, at insan Asva
EVD (tipl.2) Sigr, kovun, keci, domuz  Dinvada Yavan
Pestivirus BD (tip 1a,b, 2ab.3 4ab) Kowvun, keci Dinvada Yavan
CSF (hog cholera) Domuz Bax iilkelerde vaven

3.1.2. Epidemiyoloji

Pestiviruslarin konake¢1 spektrumu genistir ve sadece esas konakgisina
spesifik degildir. Virus interspesies bir 6zellik gostermekte olup, drnegin; BVDV
sadece sigirlar1 degil ayrica koyun, keci, domuz, geyik ve ziirafalari, BDV
enfeksiyonu ise hem kendi spesifik konak¢is1 olan koyun ve kegileri, hemde diger
hayvan tiirlerini (domuz ve vahsi ruminantlar) de enfekte edebilmektedir (3, 30).

Pestiviruslarda bulasma direkt ve indirekt yollarla olmaktadir. Virus az
oranda akut hasta hayvanlardan ve persiste enfekte hayvanlardan duyarli
konakgilara direkt olarak, gozyasi, burun akintisi, gayta, sperma, aborte fotus,
plasenta ve idrarla kontamine gidalar vasitasiyla indirekt olarak hayvandan
hayvana veya siiriiden siiriiye kolayca tasinmaktadir. Ayrica, vertikal bulagsma da
sozkonusudur. Yavru verme yasina kadar yasayan persiste enfekte disiler, persiste
enfekte yavru verebilir. Bu nedenle virusun taginmasi devamli olmaktadir.

Idarecilik sistemleri degismemis siiriiye duyarli ve geng hayvanlarin girisiyle, bir



yillik periyot genellikle sporadik kayiplarla sonlanir. Bir siiriide enfeksiyon yok
ise, persiste enfekte bir hayvanin siiriiye girisiyle onemli kayiplar s6z konusu
olabilir. Enfeksiyon koyun, ke¢i ve sigirlarda oldugu kadar; domuz, geyik, bizon
ve diger ruminantlarda da meydana gelir. Bu tiirler, siiriilerinde enfeksiyon
baslangict i¢in virus kaynagi olabilmektedir (30). Pestivirus enfeksiyonu gebe
kegilerde genel olarak abort, malformasyonlu fotusla sonuglanir ve koyunlardaki
enfeksiyonlarinin tersine kegilerde persiste enfekte hayvan bildirimi yoktur (21).

Diger etkili enfeksiyon kaynagi ise pestiviruslarla kontamine modifiye
canli asilardir. Bilindigi {izere diinya genelinde tiim modifiye canli asilar koyun,
sigir veya domuz hiicre kiiltiirlerinde ve bu tiirlerden elde edilen serum
(pestiviruslarla kontamine olma riski tasiyan) eklenmis vasatlarda tiretilmektedir.
Bu nedenle pestivirus yoniinden negatif serum ve hiicre kullanim1 enfeksiyonun
kontrol altina alinmasida énemlidir (23, 25, 31-33).

Diger bulasma yollarina kiyasla daha az 6nemli oldugu diisiiniilse de kan

emen kenelerin mekanik olarak virusu bulastirdigi da bildirilmistir (23, 31, 32).

3.1.3. Klinik ve Patogenez

Pestiviruslarin farkli genotipleri vardir (33). Bu genotipler E2 ve ERN®
major glikoproteinlere karsi olusmus monoklonal antikorlar ile ya da genetik
analizler ile birbirinden ayirt edilebilir (33-35). Ayrica multipleks tersine
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyon (mRT-PCR) teknigi ile kan 6rneklerinden
elde edilen viruslarin, genotipik tiplendirilmesi yapilabilmektedir (33, 36). Bu
genotip farkliliklarmna ilave olarak, pestiviruslar iki biyotipe sahip olup, bu

biyotipler hastaligin patogenezinde olduk¢a Onemli rol oynar. Bunlar; hiicre



kiiltiirlerinde morfolojik bozukluk olusturan (sitopatojen; cp) ve hiicre
kiiltiirlerinde morfolojik bozukluk yapmadan (nonsitopatojen; ncp) ¢ogalabilen
biyotiplerdir. Her iki biyotip akut, konjenital ve kronik form seklinde seyreden
klinik tablonun olusmasinda etkin role sahiptir. Nonsitopatojenik biyotipler
dogada %95 oraninda yaygindir (23, 37- 41).

Akut enfeksiyon; Border Disease virusuna saglikli yenidogan ve gebe
olmayan ergin koyunlar maruz kalirsa, hastalik klinik olarak anlagilmayan
(subklinik) veya orta diizeyde bir hastalik tablosu seklinde goriilebilir. Hafif ates
ve orta diizeyde l6kopeni ile iliskili kisa siireli (4-11giin) viremi belirlenebilir,
daha sonra nétrailze edici antikorlarin olusumuyla bu belirtiler yok olur. Nadiren
BDV izolatlar1 gen¢ kuzularda siddetli depresyon, yiiksek ates, agir ve uzun siiren
l6kopeni tablosu, anoreksi, konjuktivitis, nazal akinti, solunum gii¢ligii, diyare ve
%50 mortalite ile seyredebilir. Otopside sekum, kolon ve mezenterik lenf
nodiillerinde hemorajiler goriiliir. Erkek hayvanlarda da gegici depresyon,
infertilite ve sperma ile virus sagilimi sekillenebilir. Akut enfeksiyonlar tek basina
onemli bir hastalik tablosu olusturmasa da, enfekte hayvanlar immunsuprese
olduklarindan 6zellikle solunum sistemi etkenleri ile ikincil enfeksiyonlara kars1
duyarl hale gelirler (25).

Fotal enfeksiyon; BDV ile ilgili dnemli kabul edilen klinik bulgular gebe
koyunlarda gozlenir. Annenin enfeksiyonu subklinik veya orta siddette iken fotus
icin ciddi sonuglar dogurur. Bu tiir enfeksiyonda enfekte hayvan genelde klinik
bulgu gostermez (subklinik enfekte) ve virus plasenta yoluyla fotusa geger.
Annenin immun sistemi virusu kendi dokularindan temizleyebilir ancak

transplasental yolla yavruya virus gecisi olmasi durumunda, fotus annedeki
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immun cevaptan etkilenmez. Bunun nedeni ruminantlarda plasental antikor
gecisinin olmamasidir (42, 43, 44).

Enfekte olan fotusun erken Oliimii absorbe olabilir veya gebe anne
rahatsizlik bulgusu gostermeyebilir ve yemesine-igmesine devam eder.
Enfeksiyonlar1 takiben kuzulama mevsiminde biiylik fotus abortlar1 (fotus
kahverengi, mumifiye ve sismis durumdadir), 6li dogum, konjenital anomalili
kuzu dogumlari, erken dogum ve canli fakat zayif persiste viremik kuzu
dogumlar1 goriilebilmektedir. Etkilenen kuzular zayiftir ve ayakta duramazlar.
Sinirsel bulgular, deride kilsiz bolgeler veya diklesmis kopek kili manzarali
alanlar goriilir. Arka bacak kaslarinda siddetli ritmik titremeler, nadiren bas,
kulak ve kuyrukta da gozlemlenebilir. Deride diizgiin kenarli kahverengi Siyah
pigmentasyon gorilebilir. Enfekte olmus kuzulara, bu belirtilerden dolay1 “hairy
shaker” veya “fuzzy lambs” olarak da isimler verilmistir (25, 45, 46).

Pestiviruslarla olusabilecek transplasental enfeksiyonlarda fotal oliimler
gebeligin  herhangi bir doneminde gergeklesebilir. Ancak yaygin fOtus
enfeksiyonu, gebeligin ilk doneminde olur. Enfeksiyonun fotustaki seyrini;
virusun biyotipi, dozu ve enfeksiyonun gelistigi fotal gelisme donemi gibi
faktorler belirler (47).

Hem sitopatojen hem de nonsitopatojen biyotipler plasental lezyonlar
meydana getirirler. Bu o6zellikleri nedeniyle hem intrauterin ve hem de
transplasental enfeksiyon olustururlar (43). Enfekte fotuslardaki diisiik dogum
agirhigma plasental yetersizligin sebep oldugu sdylenmektedir. Ayrica intrauterin
gelisimini stirdiirmekte olan fotus viral ajanlardan etkilenerek saglikli fotusa

oranla daha kiigiik yapida ve sagliksiz fizyolojide olabilir ki, buna intrauterin
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gelisme geriligi ad1 verilmektedir. Diger bir taraftan pestiviruslar tiroid bezini
etkileyerek yetersiz ¢alismasina, (hipotiroidizme) neden olurlar. Tiroid bezinin
yetersiz ¢aligmasit durumunda T3 ve T4 gibi hormonlar gerektigi kadar
salgilanamaz. Bu durum da biiyiime ve gelismenin yavaslamasina yol agar (38,
42).

Virus, lenforetikiiler dokuda yaptig1 tahribatla ilgili olarak (timusta atrofi)
immunsupresif bir etki gosterir. Virusun immunsupressif etkisine bagli olarak T
ve B lenfositlerinin sayisinda azalma vardir. Virus lenfosit yikimma neden olur
(42, 47).

Fotal enfeksiyonun sonucu ise iki degiskene baglidir (47);

1. Enfeksiyon zamaninda fotusun yasi

2. Enfekte eden virusun biyotipi

Gebeligin ilk 16 giinii i¢in patogenezde bir kesinlik yoktur. Bu siire iginde
virus maternal dokuda serbest bulunur ve gebelik oranini diisiirebilir. Uterus
endometriumu ile fotal trofoblastlar arasindaki yapisma/baglant1 16. giin civarda
oldugu i¢in, bu koprii olusana kadar vertikal bulasma s6z konusu degildir.

Koyun fotuslar1 yaklasik olarak gebeligin 60-80. giinlerinde immun yeterli
hale gelirler. Fotusun periyot 6ncesi (gebeligin 60-80. giinii), periyot boyunca ve
periyot sonrasidaki enfeksiyonu, farkli klinik bulgularinin olusumuna neden olur.

Gebeligin ilk 60 giiniinden 6nce enfeksiyon meydana gelirse %50 liimle
sonuglanir veya fotal emilme ile abortlar goriilebilir. Bu donemde immun sistemi
heniiz gelisimini tamamlamadan pestivirus ile enfekte olan bazi fOtuslar ise
yasamlarini devam ettirebilirler. Yasamini devam ettiren kuzularda virus tiim

organizmada yaygindir ve herhangi bir yangi belirtisi yoktur. Patolojik bulgu
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olarak, tremorlar ve primer kil follikiillerinde asir1 artig vardir. Bunun nedeni
merkezi sinir sistemindeki myelin yetersizligidir. Bu donemde fGtus, virusu
yabanci olarak tanimaz ve dolayisiyla da virusa kargi immun yanit olusturmaz
(persiste enfeksiyon). Bu nedenlede gebeligin ilk yarisinda, ozellikle 16-80.
giinlerde olusan enfeksiyon “persiste viremik kuzu” dogumu ile sonuglanabilir.
Bu kuzular stirekli olarak virus sagicist olup, siiriide virusun sirkiilasyonunda
potansiyel kaynaktirlar. Virus, kanin lenfosit kisminda veya ¢esitli organ ve
dokularda (deri gibi) yasam boyu tespit edilebilir (20, 22, 30, 33, 42).

Gebeligin 60-80. giinleri arasinda olusan fotal enfeksiyonlarda, fotusun
immun sisteminin gelisimine baglh olarak, seropozitiflik ya da seronegatif
persistent enfeksiyonlar sézkonusu olabilir. Virus persistensi sirasinda, 6zellikle
lenfatik dokulara, epitel ve sinir hiicrelerine affinite gosterir. Bu donemde
enfeksiyon, persiste viremik kuzu dogumlar1 yada serebral ¢okiintii alanlar1 ve
serebeller displasiye neden olan merkezi sinir sisteminde yaygin yangisal
lezyonlar olusturur (37, 40, 45).

Gebeligin 80. giiniinden sonra olusan enfeksiyonda ise fotus immun yanit
olusturma yetenegine sahiptir. Immun sistemi gelismis fotusun enfeksiyonunda
immun yanit konakc¢ida virusun eliminasyonu esasma dayanmaktadir. Bu
donemde enfekte olmus kuzular virus tasimazlar ancak kolostrum almamis
hayvanlarin kan 6rneklerinde antikor tespit edilebilir (20, 40).

Antijenik olarak farkli pestivirus izolatlari, bu hayvanlarda etkili bir
immunite saglarlar. Ancak ¢apraz koruma olusturmaz. Nonsitopatojen biyotiple

persiste enfekte dogan hayvanlar, yasamlarmin bir doneminde, homolog
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sitopatojen biyotiple tekrar enfekte olduklarinda akut mukozal disease (MD)
vakalari ortaya ¢ikar (21, 37, 38).

MD, persiste enfekte olmus, viremik hayvanlarda antijenik homolog
olmayan bir sitopatojen virusla da gergeklesebilir. Bu durum, Late-onset (kronik)
MD enfeksiyonu olarak anilir. Bu sendromlu kuzularda inat¢1 diyare asiri
zayiflama, asir1 g6z ve burun akintisi, zaman zaman solunum zorlugu, nekropside
ayrica fokal hiperplastik enteropatiden kaynakli ileum, sekum ve kolonun
distalinde kalinlagma gdozlenebilir. Bu durum sigir mukozal enfeksiyonu ile

benzerlik gosterir (21, 38, 48, 49, 50).

3.1.4. Teshis

Genellikle kuzulardaki klinik tablo (tipik hairy shaker klinik belirtisi olan
kuzu dogumu) teshise yardimci olur. Ancak, hastaligin kesin teshisinde antijen
tespiti amaciyla, enfeksiyonun viremi devresinde almman defibrine kan, nazal
svab, deri pargalar1 (6zellikle kulak derisi), aborte fotustan dalak, karaciger, beyin
ve lenf yumrusu soguk zincirde laboratuvara gonderilir. Kesin teshis igin virus
veya viral antijen deteksiyonu gereklidir. Deteksiyon amagli virus izolasyonu
kuzu bobrek ve kas hiicre Kkiiltiirlerinde gergeklestirilir. Virus izolasyonun
spesifitesi yiikksek olmasma ragmen zaman alici, maliyetli, uzmanlik ve 06zel
laboratuvar kaynagi gerektirmektedir. Ayrica otoliz varhiginda virus tretilmesi
zor/miimkiin olmadigindan sensivitesi yeterli degildir (3). Izolasyon esnasinda
karsilagilmast muhtemel nonsitopatojen viruslarin tespiti i¢in, immunfloresan,
immunperoksidaz  ve RT-PCR testleri laboratuvarlarda rutin olarak

kullanilmaktadir. Virus izolasyonuna gidilmeksizin yapilacak direkt teshis de ise
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cogunlukla antijen ELISA ve RT-PCR teknikleri tercih edilmektedir. 1990’lardan
itibaren RT-PCR c¢esitli enfeksiyonlarin teshisinde rutin olarak kullanilmaktadir
ve ayrica amplifiye edilen gen/bélge sekanslanarak teshis agisindan konfirme
edilebilinmektedir. Spesifik antikorlarin belirlenmesinde, antikor ELISA ve serum
notralizasyon testleri en ¢ok kullanilan tekniklerdir. Son yillarda persiste
enfeksiyonlarin (PI) tespitinde 16kositlerden virus izolasyonu ¢ok zaman aldigi
icin monoklonal antikor (mab) kullanilarak gelistirilen ELISA, immunfloresan
boyama ve DNA dot-blot hibridizasyon gibi biyoteknolojik teshis metotlar1 da
kullanilmaktadir. ELISA sigirlarda Pl hayvanlar1 tespit etmede ¢ok uygun ve
kullanigh bir tekniktir ancak koyunlarda kullanimi konusunda fazla bir bilgi
yoktur. Pestivirusla enfekte koyun siiriilerinde Pl hayvanlar1 belirlemede virus
miktar1 diisiikse RT- PCR’1n sensitivitesinin daha yiiksek oldugu vurgulanmistir
(16). Ozellikle PI tespiti amaciyla yapilan siirii taramalarinda ¢ok sayida hayvanin
kulak derisi pargalarindan olusturulan havuzlardan hazirlanan 6rneklerin RT-PCR
ile test edilmesi hem zamandan hem de test maliyetinden tasarruf sagladigindan

son yillarda tercih edilmektedir (3, 16, 25, 46, 51-64).

3.1.5. Koruma ve Kontrol

Pestiviruslarda transplasental nakil igin enfeksiy6z etkenlerin oncelikle
anneyi enfekte etmesi gerekir. Bu nedenle asilamalar, embriyo transferi ve suni
tohumlama epidemiyolojik olarak pestiviruslarda korumada olduk¢a Gnemlidir.
Ayrica, sirii igindeki subklinik enfekte ve Ozellikle de persiste viremik

hayvanlarin kontrolii pestivirus enfeksiyonu ile miicadelede 6nem tasimaktadir.
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Enfekte embriyo transferi ve enfekte hayvanlardan saglanan spermalarla
suni tohumlama uygulamalari, pestivirus enfeksiyonunun yayilmasina yol
acmaktadir. Embriyo transferi ve suni tohumlama istasyonlarindaki donorlerin
mutlaka kontrolleri yapilmali ve persiste ya da akut enfekte hayvanlar belirlenerek
stiriiden elimine edilmelidir. Persiste enfekte hayvanlar dnemli miktarda virusu
cevreye sagarlar ve siirii icinde enfeksiyonun kaliciligina neden olurlar. Bu amagla
serolojik ve virolojik rutin siirii kontrollerinin yapilmasi gereklidir. Serolojik
olarak pozitif non-viremik hayvanlarin giivenli oldugu distiniiliir. Ancak persiste
viremik hayvanlarin yaklasik %15 inde NS/2 protein ve daha diisiik diizeyde E2
glikoprotein antikorlar1 vardir (33). Bu nedenle de seropozitiflik durumu 6zellikle
suni  tohumlama ve embriyo transferi c¢alismalarinda avantaj olarak
diistiniilmemelidir.

Akut enfeksiyon gecirerek iyilesen hayvanlarda genellikle latent
enfeksiyon sekillenmemesine ragmen, akut enfeksiyonu takiben iyilesen
hayvanlarin spermalarindan nadirende olsa siiphe edilmelidir (4).

Doku kiiltiirii asilarmin hazirlanmasinda kullanilan hiicre ve serumlarin
kontrolsiiz olmasi halinde, pestiviruslarla kontamine asilar enfeksiyonun
yayilmasmna sebep olur. Bu yiizden asi hazirlanmasinda dikkatli olunmali ve
mutlaka asilar persiste viral etkenler yoniinden test edilmelidir. Biyolojik iiriin
imalatinda bu potansiyel tehlikenin farkindaligi oldukg¢a 6nemlidir (25, 33).

Ithal hayvanlarin pestiviruslar yoniinden negatif olup olmadigi kontrol
edilmelidir. Bireysel olarak seronegatif hayvanlar, virus tasiyabileceginden bu
hayvanlar siiriilere kabul edilmemelidir. Endemik vakalarda enfeksiyon yayilmaya

baslamigsa, persiste enfekte hayvanlarin tespiti ve bunlarin eliminasyonu

16



onemlidir. Hastaligin endemik oldugu iilkelerden alimlarda dikkatli olunmalidir
(25).

BDV’de standart bir as1 yoktur, ancak ¢ok sayida ticari preparatlar
mevcuttur (25, 32, 33). BVDV’den korumanmn en etkili yolu fotal enfeksiyonu
onlemek amaciyla polivalan BVDV asis1 ile gebelik ©ncesi annelerin
astlanmasidir, fakat asilama %100 korumayabilir. Zira birden fazla susunun
olmas1 BVDV’ye kars1 yapilan asilamalarda giicliiklere neden olmaktadir.
Polivalan BVDV agilar1t BVDV’nin farkli suslariyla yapilmaktadir. Suslar arasi
capraz koruma zayif oldugundan basarili bir miicadele i¢cin her ¢iftligin kendi
susuyla otojen asilanmasi gerekir (4).

As1 uygulanmasmda dikkat edilmesi gercken bir diger nokta gebelerde
astlama zamanidir. Gebelik Oncesinde asilanmig seropozitif annelerin fotuslari
enfeksiyonlardan fazla etkilenmemektedir. Eger canli as1 kullaniliyorsa, asi
virusunun gebeligin ii¢ aylik doneminde yavruya transplasental olarak
gecebilecegi gbz Oniinde tutulmali, gebe hayvanlara veya siit emme donemindeki
hayvanlara modifiye canli as1 uygulanmamalidir. Inaktif asilar genellikle asmnm,
ikinci dozunu (rapelini) gerektirir. Bu uygulama gebe hayvanlarda transplasental
enfeksiyonu onlemek igin en ideal olan uygulamadir (4).

Avrupa’da BVDV i¢in sigirlarda zorunlu ve gonilli eradikasyon
programlar1 vardir (62). Iskandinav iilkelerinde 1990’11 yillarin basindan itibaren
sigirlarda BVDV’nin eradikasyonu amaciyla PE sigirlarin saptanmasi ve siirtiden

cikarilmast metodu uygulanmaktadir (43).
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Avrupa’da koyunlar i¢in BDV eradikasyon programi bildirimi yoktur (63).
Tiirkiye’de ise ne sigirlar ne de koyunlarda pestiviruslar i¢in zorunlu bir agilama,

eradikasyon ve kontrol programi mevcut degildir.

3.2. Mavidil Enfeksiyonlari

3.2.1. Etiyoloji

Reoviridae ailesinin, Orbivirus genusunda yer alan ¢ift iplikli, segmentli
RNA virusudur. Mavidil virusu ruminantlar arasinda insektler ile transfer edilir
(14, 18, 65- 67).

Virion biiylkligi 60-80 nm’dir. Virion zarsiz olup, kiibik simetrili
niikleokapsit 2 katmanhdir. Dis kapsit diizenli yayilmis VP2 ve VPS5 yapisal
proteinlerden meydana gelmistir. Dis kapsitin altinda c¢ekirdek adi verilen i¢
kapsid ve genom bulunur. I¢ kapsit diizenli yayilmis VP1, VP3, VP4, VP6 ve VP7
yapisal proteinleri ile NS1, NS2 yapisal olmayan proteinlerden meydana
gelmektedir. Her iki katman da ikosahedral simetri sergiler. VP1, VP4, VP6
kiigiik yapili, VP3 ve VP7 biiyiik yapili polipeptidlerdir (65, 68). Mavidil virus

partikiilii Sekil 4’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3. Orbivirus partikiilii (69)

Mavidil (Bluetongue) virus genomu, dis etkenlere kars1 olduk¢a dayanikli,
cift iplik¢ikli, pozitif polariteli, linear yapida, biiytikligii 19,2 kb olan RNA tasir
ve 10 segmentlidir. Segment 1-4, Segment 6, Segment 9 ve Segment 7 yapisal
proteinleri (VP1-VP7) kodlar. Segment 5, Segment 8 ve Segment 10 yapisal
olmayan proteinleri; NS, NS2 ve NS3/NS3A kodlamaktadir (68).

En kiigiik genom segmenti olan Seg-10, yapisal olmayan NS3 ve NS3A
proteinlerini kodlamaktadir. NS3, 229 aminoasitten, NS3A ise 216 aminoasitten
olusmustur. Bu proteinler Oncelikle virulensin belirlenmesinde Onemlidirler.
Sitotoksik bir etkiye sahiptirler ve hiicre membranlarinda hasar olusturabilirler.
NS1 ve NS2 enfekte memeli hiicrelerinde tespit edilirken NS3/NS3A insekt
hiicrelerinde fazla oranda bulunur. NS3 ve NS3A prolinden zengin bir amino ucu
iki glikoprotein bdlgesi ve iki hidrofobik bdlgeden meydana gelmistir. Iki

hidrofobik kisim sitotoksiteyi saglamaktadir. Protein fonksiyonlarini etkileyecek
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yapisal degisiklikler sonucunda virusun aminoasit sekansinda farkliliklar
goriilebilmektedir. NS3/NS3A proteinleri hiicreden yeni virionlarin disariya
c¢ikmasinda ve virusun hiicreler arasi transferinde Onemli rol oynamaktadir.
Ayrica, bu proteinler konak hiicrenin annexin II protein kompleksiyle iliski
kurarak virulensin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadirlar (68).

Dis kapsitte yer alan VP2, memeli hiicrelerinde mavidil virusunun hiicreye
adsorbsiyon ve penetrasyonunda onemli rol oynamaktadir. VP2 nétralizan
epitoplar igerip, serotip spesifik antijendir ve serotipin belirlenmesinde,
notralizasyon ve hemagliitinasyonda 6nemli aktiviteye sahiptir (68).

Mavidil virusu sokucu sinekler olarak isimlendirilen culicoidesler
tarafindan nakledilir. Diinyada culicoideslerin 1000 kadar tiirii identifiye edilmis
ve yapilan c¢aligmalar ile 57 tirliniin Tirkiye’de varhigi tespit edilmistir (70).
Yalnizca 30 tiirti BTV enfeksiyonu i¢in potansiyel vektordiir (71).

Hastaligin gelisimini etkileyen faktorler; virusun serotipi ve dozu,
hayvanin kondisyonu, irk, yas, duyarhlik ve iklim kosullaridir. Etkenin 26 serotipi
olup transplasental gegiste ¢ogunlukla 4, 10, 11, 13, 17 serotipleri iizerinde
calisilmistir. Mavidil, genellikle koyunlarin belirli irklarinda, 6zellikle Avrupa ki
yapagi koyunlarinda ve beyaz kuyruklu geyik gibi bazi yabani ruminant tiirlerinde
goriiliir. Hastalilk ayni1 zamanda sporadik olarak siirlarda, Giliney Amerika

develerinde ve karnivorlarda tespit edilmistir (18, 42, 72).

3.2.2. Epidemiyoloji

Hastaligin epidemiyolojisinde rezervuar, vektoér, iklim ve serotip

dortliisii onemli faktor olarak rol oynamaktadir. En Onemli rezervuar olarak
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goriilen sigirlar hastalifa nadiren yakalanmakta, koyunlarda 30 giin siiren
vireminin, sigirlarda 100 giin siirmesi rezervuar olarak sigirlart 6n plana
cikartmaktadir. Sigirlardaki vireminin uzun olmasmin hem enfeksiyonun
naklinde, hem de vektoriin aktif olmadigi kis aylarinda etkenin bir sonraki
sezona aktarilmasmda oOnemli rol oynadig1 belirtilmektedir. Mavidil
enfeksiyonu, vektdr biyolojisi igin uygun iklimsel kosullar olan 34° giiney
enlemleri ile 53° kuzey enlemleri arasindaki bolgelerde var olmakla birlikte,
cografik dagilimi ¢ok hizli degigsmektedir. Diinyada yaygin olmasinda iklimsel
degisimin 6nemli bir faktor oldugu ileri siiriilmiistiir. Tklimsel degisim sonucu,
vektor sinek culicoides’lerin daha once ulasamadiklar1 bdlgelere, Ornegin
Akdeniz havzasma ulagmasinin miimkiin oldugu diisiiniilmektedir (18, 67, 71).

Mavidil virusu belirli cografi bolgelerinde ve uygun mevsimlerde hizli
bir sekilde yayilma ozelligine sahiptir. Mavidil hastaliginin yayilis1 vektorlere
bagli oldugundan, hastalik en g¢ok vektdr popiilasyonunun azami seviyeye
eristigi sicak yaz ortalarinda ve genellikle yagisli mevsimlerde goriilmektedir.
Tim bunlarla birlikte, salgin meydana gelen iilkenin hayvan ve hayvansal
driinlerine uygulanan karantina sonucunda ¢ok ciddi sosyo-ekonomik
problemleri de beraberinde getirmektedir (66, 67, 73).

Mavidil hastalig1 ilk kez 1800 yilinda Giliney Afrika’daki koyunlarda
gorilmiistiir. Hastaligin ilk tanimi yapildiginda fever, malarial catarrhal fever,
epizootic catarrhal gibi isimlendirmeler yapilmistir. Daha sonralar1 hastalik;
etkilenen koyunlarda karakteristik siyanotik dilin goriiniimiinii ifade etmek igin,

bluetongue (BT; mavidil) olarak isimlendirilmistir (18, 73).
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1940’1h yillara kadar yalnizca Afrika’da tanmman mavidil hastaliginin
Afrika disma ¢ikisi; 1943 yilinda Kibris adasinda bildirilmistir (18, 71). Daha
sonra 1952 yilinda California’da koyunlardan izole edilmistir. 1956-1957
yillarinda Portekiz ve Ispanya topraklarmm oldugu Iber Yarmmadasinda, 1959
yilinda da Japonya’da biiyiik salginlar bildirilmistir. Yine 1959 yilinda
Pakistan’da, Kuzey Avustralya, Papua ve Yeni Gine’de, 1963 yilinda da
Hindistan’da varhigi ortaya konmustur (71).

BTV’nin son zamanlarda Avrupa’nin biyiik bir kesimi, ABD’nin
giineydogusu ve Avusturalya’nin kuzeyine kadar yayildigi tespit edilmistir (18).

Mavidil serotiplerinin kiiresel yayilimi Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4. Serotiplerine gore mavidil virusunun yayilimi (74)

Tiirkiye’de mavidil hastaliginin ilk defa 1944 yilinda Hatay bolgesinde

goriildiigli bildirilmistir. Fakat bu olgular klinik olarak teshis edilmis olmasina

karsin, laboratuvar teyidi yapilmamistir. Mavidil hastaliginin 1977 yili sonbahar
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mevsiminde Tiirkiye’nin batisinda bulunan Aydin ilinde tekrar ortaya g¢iktigi
bildirilmistir. Yongug ve ark. 1978 yilinda ilk kez, koyunlarda mavidil virusunu
izole etmislerdir. Hastalik 1977 ve 1979 yillar1 arasinda Ege ve Akdenize smir
illerde endemik seyretmistir. Koyun ve buzagilardan izole ve identifiye edilen
baskin serotipin BTV-4 oldugu tespit edilmistir (75). Mavidil hastalig1 1999 yil,
Temmuz ayinda Edirne ilinde tekrar ortaya ¢ikmis ve komsu illere de yayilim
gostermistir. Son vaka 2000 yili Agustos ayinda rapor edilmistir. Edirne, {zmir,
Manisa ve Denizli illerine ait izolatlardan BTV-9 ve BTV-16 sorotipleri
belirlenmistir (75). Bugiine kadar Tiirkiye’de belirlenen serotipler BTV-2, BTV-4,

BTV-9, BTV-16’ dir (76).

3.2.3. Klinik ve Patogenez

BTV ’nin patogenezi koyun ve sigirlarda benzerdir. Ancak hastaligin klinik
belirtileri ve hastaligin siddeti tiirler arasinda ve virusun serotipleri arasinda
farklilik gosterir. BTV koyun yetistiriciliginde yaygin olarak goriilmekle birlikte
hastaligin goriildiigii enzootik bolgelerde, sigirlar ve kegilerde genellikle subklinik
enfeksiyona neden olur. Bu durum, konakg tiirlerinin endotelyal hiicrelerinin
enfeksiyona kars1 gostermis olduklar1 yanittaki farkliliktan ileri gelir. Koyunlarda
mukoza lezyonlar1 yaninda, ayak lezyonlar1 beraber seyreder. Enfekte
hayvanlarda virus 6zellikle tireme organlarina yerleserek yavru veriminde azalma,
abort ve konjenital malformasyonlara neden olarak onemli ekonomik kayiplara
yol agar (18, 42).

BTV vektor sinek tarafindan deriye inokule edildiginde bolgesel lenf

yumrularimda ilk replikasyonunu gergeklestirdikten sonra viicudun degisik
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dokularma yayilir ve buralarda, Ozellikle mononiiklear fagositik hiicrelerde,
endotelyal hiicrelerde, lenfositlerde, akciger, deri ve diger dokularda replike olur.
Patogeneziste BTV nin hedef dokusu kii¢iik kan damarlaridir ve bu damarlarda
lezyonlara sebep olur. Bu virusun endotelyal hiicrelerde meydana getirdigi sitoliz
ve vazoaktif mediatdrlerin nasil olustugu net degildir. Virusun meydana getirdigi
lezyonlar karakteristiktir ve oral mukozada iist gastrointestinal boliimde hemoraji
ve llserler, kas ve iskelet kaslarinda nekrozlar, akciger arterinde subintimal
hemoraji, perikardial, pleural ve abdominal bosluklarda siv1 birikimi, deri altinda,
kas fasialarinda ve akcigerlerde 6dem goriiliir (18).

Enfekte hayvanlarda viremi hiicre iliskili olup uzun siirebilir ancak
ruminantlarda persiste enfeksiyon sekillenmez. Viremi sirasinda virus tim kan
hiicreleri ile viicuda yayilir ancak 6zellikle eritrosit ve trombositler bu yayilimda
en ¢ok kullanilan hiicrelerdir. Ozellikle ruminantlardaki viremi sirasmda
trombositlerin kisa Omiirlii, eritrositlerin uzun Omiirlii olmalarindan dolayi,
eritrositlerin enfeksiyonu 6nem kazanir. Bu nedenle eritrositlerin enfeksiyonu,
ruminantlarda ve kanla beslenen insektlerde enfeksiyonun hem kaliciligini artirir,
hem de nétralize edici antikorlarin varliginda dahi kanda virusun sirkiilasyonunu
devam ettirir (18).

Enfekte ruminant kaninda BTV niikleik asitinin kalis siiresi eritrositlerin
yarilanma siiresine benzerdir ve bu nedenle de bu siire sigirlarda
koyunlardakinden olduk¢a fazladi. BTV’nin virulansinda etkili viral
determinantlar kismen belirlenmesine ragmen, BTV serotipleri arasindaki ayrim
tam olarak yapilmistir. Genetik varyasyonlar, diger segmentli genoma sahip

viruslardakine benzer sekilde genetik drifte ilave olarak, genetik shift sonucu da
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ortaya cikabilir. Genetik shift, hayvanlardaki veya insektlerdeki, birden fazla
serotip ya da sus tarafindan olusturulan enfeksiyon sirasinda bireysel gen
segmentlerinin suglar arasi degisimi sonucu gergeklesir (18, 42).

BTV’nin transplasental nakliyle ilgili ilk bildirim California’da 1950’lerin
baslarinda embriyolu yumurtada canli—attenue BTV serotip 10 susu ile 5-6
haftalik gebe koyunlarin asilanmasindan sonra beyin defektli kuzu dogumlar:
sonucu yapilmistir. Yine Avustralya’da adapte edilmeyen BTV serotip 23’iin
transplasental gecis yapamadigi, ancak ayni sustan hiicre kiiltiirlerinde
pasajlanarak iiretilmis asilarin gebeligin erken doneminde kullanildiginda beyin
defektli kuzu dogumlarinda artislara sebep oldugu tespit edilmistir. BTV serotip 8
ile deneysel ve dogal enfeksiyonlarda da vertikal gegisin oldugu ve defektli
buzagi dogumlarina sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismalardan elde edilen
veriler 1s1¢inda saha suslarinin gerek embriyolu yumurtada gerekse hiicre
kiiltlirlerinde adaptasyonundan sonra transplasental gecis yetenegi kazandigi ve
fotal enfeksiyonlara neden oldugu kanisina varilmistir. Ayrica fotus
enfeksiyonunda fotus yasmin énemli oldugu tespit edilmistir (18, 42). Gebeligin
erken doneminde yavruya Mavidil virusunun ge¢mesi durumunda fotusun
merkezi sinir sisteminde lezyonlar olusurken, gebeligin ge¢ doneminde enfekte

olan fotus viremik dogar ve 6nemli beyin malformasyonlar1 gostermez (18).

3.2.4. Teshis
Mavidil virusunun teshisi i¢in atesin yiiksek oldugu donemde aseptik
sartlarda alinan defibrine kan Ornegi soguk zincirde laboratuvara gonderilir.

Mavidil virusunun teshisinde virus izolasyonu yapilabilmektedir. Direkt teshiste
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ise viral RNA’nin belirlenmesi i¢gin RT-PCR ve RNA hibridizasyon metodlar1
kullanilmaktadir. Yine direkt teshiste viral antijenin belirlenmesi i¢in genel olarak
Floresan antikor teknigi (FAT) ve sandwich ELISA testleri tercih edilir.
Hayvanlarda antikor tespiti i¢in farkli antikor ELISA yontemleri kullanilmaktadir

(65, 66, 76 - 79).

3.2.5. Koruma ve Kontrol

Mavidil virusu ulusal hayvan ticaretinde ¢ok onemli ekonomik zararlara
neden olur ve bu nedenle de Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu (World
Organisation for Animal Health; OIE) tarafindan List A’da siniflandirilmis olup
ithbari mecburi hastaliktir.

Mavidil enfeksiyonunda bilinen 26 serotip arasinda diisiik diizeyde ¢apraz
nétralizasyonun olmasi nedeniyle, enfeksiyondan korunma ve miicadele bu
onemli problemdir. Enfeksiyonun ¢iktig1 odaklarda koruyucu asilamadan basarili
sonu¢ almabilmesi i¢in enfeksiyonu olusturan serotipe spesifik asinin
uygulanmasi gerekrmektedir. (71).

Sigirlarin, enfeksiyonun bulastirilmasinda rezervuar olarak énemli bir rol
aldiklar1 ve kanlarindaki enfeksiyon etkenini bir sonraki doneme kadar
tagiyabildikleri diisiiniildiigiinde, bu hayvanlarin kanlarindan virus izolasyon
calismasi ile birlikte, bir sonraki enfeksiyon sezonundan once serotip spesifik as1
tretimi hazirhiklar1 igin zaman kazandiracak erken uyar1 sistemi olarak
degerlendirilmelidirler (68).

Mavidil enfeksiyonundan korunma amaciyla diinya genelinde uzun

yillardir zayfiflatilmis canli (atteniie) asilar kullanilmaktadir. Monovalan ve
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polivalan olarak kullanima sunulan bu asilarn en biiylik dezavantajlari; as1
viruslarmin viremisi, kan emici sineklerdeki biyolojik siklus sirasinda meydana
gelen virulens artiglar1 ve asilanan hayvanlardaki es zamanli saha virus ile siiper
enfeksiyonlar1 sirasindaki antijenik degisim olasiliklaridir. Bu nedenle virus
enfeksiyonundan korunmada yeni jenerasyon rekombinant asilarmn (virus-like
particles-VLP) ve inaktif polivalan virus asilarin {iretimine yonelik ¢alismalarin

sayisinda artis gdzlenmektedir (68, 78).

3.3. Akabane Enfeksiyonlari

3.3.1. Etiyoloji

Akabane virusu Bunyaviridae ailesinin Orthobunyavirus cinsinin bir
tyesidir (80). Bunyaviridae ailesi memeli viruslarinin en biiyiik familyas1 ve en
son kesfedilenlerinden biridir. Bu aile 300’den fazla virus icerir ve hemen hemen
hepsi sineklerde ve kenelerde ¢ogalir ve tagmir. Son konakg¢ilart memeli veya
kanatli omurgali konakgilardir. Onemli zoonotik Hantavirus, Rift Valley fever ve
Kirim-Kongo hemorajik fever virusu Ulusal ve Uluslararasi hastalik kontrol
merkezlerince 6zel dikkatle incelenmektedir. Cogu Bunyaviruslar transovarial
tasinma vasitasiyla arthropot vektorlerinde persiste’dir.  Virus arthropot
yumurtalari, larva, nymph ve ergin gibi jenerasyonlarini enfekte eder ve vertebrali
konakgilara tasima yetenegindedirler (81).

Gegmis yillardaki ¢alismalarda, AKAV ve AKAV-iliskili diger 24 virus,
komplement fikzasyon testine dayanarak, Simbu serogrubunun iginde

smiflandirmistir. Ancak ICTV’nin son raporunda, dnceden Simbu serogrubunda
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yer alan Ti-naroovirus, Sabovirus ve Yaba-7 viruslari, Akabane virus izolatlari
yada serotipleri olarak siniflandirilmaktadir (82).

Akabane virus Orthobunyavirus cinsindeki diger viruslar ile birgok ortak
Ozellige sahiptir. Virionlar1 yaklasik 90-100 nm ¢apinda biiyiikliige sahip olup,
RNA yapidaki genomu tek iplikgikli, ti¢ segmentli, negatif polaritelidir. Genom
segmenteri uzunluklarma gore large (L; 6868 niikleotit), medium (M; 4309
niikleotit) ve small (S; 858 niikleotit) olarak isimlendirilmektedir. Segment L
viral genomun transkripsiyon ve replikasyonu i¢in RNA polimeraz aktivitesini
kodlar. Segment M iki viral zar glikoproteini (Gn ve Gc) ve yapisal olmayan
polipeptid protein (NSm) agiklayan genleri ihtiva eder. S RNA segmenti ise
nukleokapsit (N) protein ve daha kiiciik, yapisal olmayan proteini (NSs)
aciklamaktadir (80).

Akabane virusun prototip susu olan JaGAr 39 ilk olarak sokucu sineklerde
1959’ da izole edildi. Bir ¢ogu da Japonya’da culicoides tiirlerinden ve sigirlardan

izole edilmistir (80, 81). Bunyavirus partikiilii Sekil 5’de gosterilmistir.
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Glikoprotein (Gn ve Gc)

Sekil 5. Bunyavirus partikiilii (83)

Ribonlklecokapsit

Polimeraz (L)

Nakleoprotein (M)

(RNP)

Tablo 2. Bunyaviridae ailesinde yer alan viruslar, etkiledigi konakgilar

ve cografik dagilimi (22, 30)

Genus Etken Konakel Cografik dagihm
Orthobunyavirus Akabane Koyun,kegi,sigir deve, at,  Afrika Ortadogu
buffalo

Plebovirus Rift Valley fever Koyun, insan Afrika
Nairovirus Kirim-Kongo hemorajik fever Insan Asya Afrika Avrupa

Nairobi koyun hast. koyun
Hantavirus Human hemorajik fever insan Asya Avrupa
Tospovirus Tomato spotted wilt virus Bitki Asya  Afrika  Avrupa
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Amerika

Son zamanlardaki ¢alismalarda, AKAV saha izolatlarinda, antijenik
ozellikler ve niikleotit sekanslar1 arasinda 6nemli diizeyde farkliliklarin bulundugu
tespit edilmistir. Akabane virusunun antijenik farkliligi ¢apraz notralizasyon test
ile identifiye edilmistir. Ozellikle Iriki susu virusun tipik varyant1 olarak bilinir.
Buzagilardaki seroepidemiyolojik arastirmalar ve deneysel enfeksiyonlar bu
susun, hastaligm en temel etkeni oldugunu gdstermistir. Akabane virusu ergin
sigirlarda genellikle klinik belirti gostermeksizin gecici viremiyle sonuglanir.
Dogum sonrasinda yiiksek patojenik suslarla enfeksiyon sigirlarda potansiyel

ensefalitis sebebi olabilir (80).

3.3.2. Epidemiyoloji

Akabane virus ilk olarak 1959 yilinda Japonya’da sokucu sineklerin farkli
alt ailelerinde izole edilmistir. Bunu 1972 yilinda Avustralya ve Afrika’da
culicoides’lerdeki izolasyonlar izlemistir (2, 84).

Akabane ectkenine karsi antikor varligi sigir, koyun, kegi, at, manda ve
develerde bildirilmistir. AKAV enfeksiyonu Ortadogu, Asya, Kibris, Afrika’da
diizensiz Avustralya ve Japonya’da diizenli epidemiler seklinde goriilmektedir
(84).

Akabane, gebe sigir, koyun ve kecilerde transplasental enfeksiyonlar
sonucu fotopatilere neden olan arboviral bir hastaliktir. Virus, genel olarak
Culicoides spp. (Japonya’da Culicoides oxystoma, Avustralya’da Culicoides
brevitarsis ve C. wadeii, Afrika’da C. milnei ve C. imicola) sinekleri ile
bulastirilir, tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak bulunur. Ayrica

AKAV’mn, Japonya’da Aedes vexans ve Culex tritaeniorhynchus, Afrika’da
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Anopheles funestus sinekleri araciligiyla da nakledildigi tespit edilmistir (2, 85).
Tastyict vektor sinekler tarafindan yasamlarmin ilk yillarinda enfekte edilen
hayvanlar uzun siireli bagisikliga sahip olurlar. Bu yiizden konjenital bulasma ve
buna bagli anomaliler nadiren goriiliir. Ancak nemli havalarin uzun siire hitkiim
stirdiigli donemlerde artan sokucu sinek popililasyonu nedeniyle yeni duyarli
hayvan popiilasyonunun oldugu bdlgelere yayilarak konjenital bozukluklarin

goriildiigii salginlar ortaya ¢ikabilir.

3.3.3. Klinik ve Patogenez

Akabane enfeksiyonunun patogenezi ruminantlarda iyi anlagilmustir.
Vektor araciligr ile enfekte olan gebe hayvan herhangi bir klinik semptom
gostermez, ancak virus plasenta aracilifiyla gecis yaptigindan, gebeligin orta
yada ge¢ donemindeki enfeksiyonlarda abort yada konjenital arthrogryposis-
hdranencephaly syndrome (AHS) vakalarina yol agar (81, 86). Gebeligin ilk
doneminde enfekte olan fotuslar ya dogumlarindan kisa bir siire sonra oliirler ya
da 6zellikle hareket ve g6z sinir sisteminde hasarlara sahiptirler. Gebeligin ikinci
déneminde enfekte olan fotusta arthrogryposis, norojenik tortikolis ve skalyoz
meydana gelir (2).

Hastaligin insidensi gebeligin doénemine gore degismektedir. Ozellikle
gebeligin 3-4. aylarindaki enfeksiyonlarda insidens ve konjenital kusurlu yavru
dogumlarinda %40’lara varan artiglar gézlenmektedir. Ayn1 zamanda virusun susu
da hastaligin sonucunu belirlemede 6nemlidir. Etken plasenta ve fotusta uzun siire

persiste kalabilir.
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Transplasental enfeksiyon halinde, fotusta {i¢ formda fotopati meydana
gelir:

1. Arthrogryposis

2. Arthrogryposis ve Hidranensefali

3. Hidranensefali

Klinik olarak AKAV tarafindan olusturulan hastalik tablosu Japonya,
Avustralya, Israil, Kore, Tayvan ve Tiirkiye’den rapor edilmistir (17). Serolojik
caligmalarda Bahreyn, Kibris, Filipinler, Suudi Arabistan, Singapur, Tayvan,
Tayland ve Yemen gibi ¢ok sayida Afrika iilkelerinde virusa karsi seropozitiflige
rastlanmistir (81).

Tiirkiye de ilk defa 1980 yilinda Aydin ilinde sigirlardan toplanan kan
serumlarinin AKAV’ a kars1 notralizan antikor varligi yoniinden taranmasiyla
Akabane olgular1 dogrulanmistir. Serolojik ¢alismalar Tirkiye’nin sahil
kesimindeki bir¢ok ilinde virusun varligmi gostermistir (81).

AKAV genel olarak c¢iftlik hayvanlari endiistrisinde tekrarlanan ciddi
ekonomik kayiplara sebep olmustur. 1972-75 yillar1 arasinda Japonya’daki en
biiyiik salginda tahminen 42.000°den fazla anormal buzagi dogumlarina neden
olmustur. Bu salginlarin ardindan hastaliktan korunmak icin 1974’de dogal
enfekte sigir fotuslarindan OBE-1 susunun izolasyon temeline dayali atteniie ve
inaktif agilar gelistirilmistir (80).

Virusun endemik oldugu bolgelerde disi hayvanlardaki antikor varlig: fotal
enfeksiyonu Onler fakat AKAV’a maruz kalan si181r ve koyun plasentalarinda uzun
donem kalabilme 6zelligi tasimaktadir. Bu siire koyunlarda 30-70 giin, sigirlarda

30-150 giindiir (84).
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3.3.4. Teshis

Ozelllikle virus izolasyonu amaciyla viremik hayvanlardan kan &rnekleri,
plasenta, fotal beyin ve kas dokusu Ornekleri alinabilir. Ayrica kan serumlar1
yavrudan kolostrum almadan 6nce almmalidir. Bu Ornekler soguk zincirde
laboratuara gonderilir. Direkt teshiste alman 6rneklerde VI, HI, VNT, ELISA,
CFT, FAT, RT-PCR teknikleri ile teshise gidilebilinir (84). Nested ve multipleks
real-time RT-PCR teknikleri de AKAV ve ilgili diger viruslar igin son yillarda

direkt teshiste siklikla kullanilmaktadir (17, 87, 88).

3.3.5. Koruma ve Kontrol

AKAV enfeksiyonlariyla savagmada farkli iilkelerde, enfeksiyonun
yayginhigma bagli olarak, farkli yaklagimlar uygulandigi goriilmektedir. AKAV
enfeksiyonunun neden oldugu endemi ve epidemiler diizenli araliklarla Japonya
ve Avustralya’dan bildirilmektedir. Ayrica bu ililkelerde asilamanin fotal kaybi
onlemede faydali oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle de Japonya ve
Avustralya’da sigir ve kegileri immunize etmek i¢in inaktif as1 kullanilmaktadir.
Saha c¢alismalarinda iiretilen inaktif asilarm 3 ml kas i¢i uygulandiginda ilk
uygulamada %88 oraninda yiiksek virus notralizan antikorlar olusturdugu, 4 hafta
araliklarla tekrar uygulandiginda bu oranin %100’e ulastig1 ve gebe hayvanlarda
kullaniminin giivenli oldugu bildirilmistir (84). Japonya’da canli ticari asilar,
vektorlerin aktif olmadigi donemde 1 ml deri altina uygulanarak yapilmaktadir.
Lokopeni, viremi ve ates gozlenmeksizin nétralizan antikor yanit1
olusturmaktadir. Canli asilar sigirlar i¢in giivenli bulunmustur. Deneme

calismalarinda test edilen gebe koyunlarin bircogunda viremi ve bir¢ok fotusa ait
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organlarda virus tespit edilmistir. Canli ag1 uygulamalar1 fotal problemlere neden
olmamasma ragmen, koyunlar i¢cin kullanimi Onerilmemektedir veya riskli
bulunmaktadir (84). Japonya ve Avustralya’da bu uygulamalara ragmen birgok
ilkede ise virus enfeksiyon bildirimi ve agilama gibi uygulamalara

rastlanmamaktadir (84).
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4.GEREC ve YONTEM

4.1. Gereg

4.1.1. Serum Ornekleri

Tezin seroepidemiyolojik caligmalarina yonelik, Marmara Bolgesinde
bulunan bdlgenin genel durumunu Yyansitacak sekilde 12 ilden (Sekil.6)
asillanmamig 6 ayligin iizerindeki 1200 adet koyundan, tesadiifi 6rnekleme yoluyla
kaolinli tiiplere kan 6rnekleri toplandi. Kan serumu 6rneklerinin alindigi iller
Tablo 3’de liste halinde verildi.

Kanlar laboratuvara getirildikten sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek eppendorf tiiplerine aktarilan serum 6rnekleri

ELISA testinde kullanilincaya kadar — 80 °C’de sakland.

Tablo 3. Kan serumu 6rneklerinin illere gére dagilimi

Marmara Bolgesi Koyun Mevcudu ilin bolge geneline Test Edilen Ornek
illeri oram1 (%) Sayisi
Balikesir 592440 29 300
C.Kale 393893 19 200
Bursa 252589 12 155
Kirklareli 214741 10 130
Tekirdag 182684 9 90
Edirne 163049 8 90
Istanbul 70459 3 50
Bilecik 66877 3 32
Kocaeli 58355 3 30
Sakarya 46977 2 63
Yalova 15118 1 50
Diizce 10543 1 10
TOPLAM 2067725 100 1200

*Hayvan sayilar Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’ndan temin edilmistir.
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Caligilacak materyal sayisini tespit etmek icin; %99 giiven araligi ve %5
hata payr dikkate almmustir. Ayrica, ¢alismanin yapildigi Pendik Veteriner
Kontrol Enstitlisiine bagli 12 il genelinde daha Once prevalans ¢alismasi
yapilmadigindan tahmini prevalans %50 olarak alinmis ve 6rnek biiyiikligii 663
olarak tespit edilmistir. Caligmada bu 6rnek biiytlikliigiiniin yaklasik iki kat1 6rnek

test edilmesi tercih edilmistir.

4.1.2. Viral Teshis Materyalleri

Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, viral teshis laboratuvari’na gelen
koyun atik fotus karaciger, akciger, dalak, lenf yumrulari, tiroid, bobrek, kas doku
ve beyin doku ornekleri toplandi. Ayrica ¢alisma kapsaminda, dogumu takip eden
ilk iki giinde 6len yavrulara ait yukarida ifade edilen organ Ornekleri alindi.
Toplanan 6rnekler RNA izolasyonu gergeklestirilinceye kadar -80°C’de saklandi.
Orneklerin almdig: iller Sekil 6°da belirtilmistir. Orneklerin yillara ve aylara gore

dagilimlari ise Tablo 4’ de verilmistir.

YUNANISTAN

Sekil 6. Test edilen 6rneklerin toplandig: iller
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Tablo 4. Viral 6rneklerin yillara ve aylara gore dagilimi
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4.1.3. Referans Viruslar

Calismada, pestivirus tespiti igin BVDYV referans NADL susu Elazig, Firat
Universitesi Viroloji Anabilim Dali virus koleksiyonundan temin edildi. Mavidil
pozitif kontrol olarak, Etlik Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin edilen
mavidil serotip-4 as1 virusu tercih edildi. Ayni tezde AKAV i¢in RT-PCR
calismalarinda kontrol olarak Pendik Arastirma Enstitisic Viral Teshis

Laboratuvarinda mevcut olan virus kullanildi.

4.1.4. Kimyasal Maddeler

Tez ¢aligmalarinda kullanilan kimyasal maddeler ticari olarak temin edildi.

Bu kimyasallar Tablo 5’ de liste halinde mevcuttur.
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalar Firma

Agaroz Prona, EU

Borik asit Merck, Almanya
EDTA Merck, Almanya
Tris-HCL Merck, Almanya
Trizma baz Merck, Almanya
Mutlak etanol Merck, Almanya
Etidiyum bromit Sigma, ABD
Yiikleme tamponu Fermantas, Litvanya
DNA merdiveni 100 bp Fermentas, Litvanya

4.1.5. Ticari Kitler

Calismada kan serumlarindan antikor varhigi i¢in kullanilan ELISA, klinik
orneklerden RNA izolasyonu ve RT-PCR igin kullanilan ekstraksiyon ve PCR
kitleri Tablo 6’da liste halinde sunulmustur.

Tablo 6. Calismada kullanilan ELISA, ektraksiyon ve PCR kitleri

Kitler Firmalar
BVD/MD/BDV p80 Protein Antikor ELISA IDEX, Isvicre
Mavidil VP7 Antikor c-ELISA IDEX, Isvicre
Akabane Antikor ELISA ID Vet, Fransa
High Pure Viral Niikleik Acid Kit Roche, Almanya
Qiagen OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Almanya
2xMaster Mix MBI Fermentas
DNA Purification Kit Qiagen, Almanya
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4.1.6. Cihazlar
Calisma stiresince Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, viral teshis
laboratuvarina ait cihazlar kullanildi. Caligma siiresince kullanilan cihazlar Tablo

7°de liste halinde verilmistir.

Tablo 7. Calismada kullanilan laboratuvar cihaz ve ekipmanlar

Cihazlar Firma

-20 ve-80 °Cderin dondurucu” Thermo, Japon

Laminar flow Holten HWR 2448
Magna-Lyser doku pargalayici Roche, ABD

Sogutmali Mikro santrifiij Sigma, ABD

Vorteks Heidolph Reax Top, Almanya
Kuru blok 1sitict Techne, UK

Mikro santrifij Hettich micro 22 R, Japon
Termal Cycler Techne, Ingiltere
LightCycler 2.0 Roche, Almanya

Hassas terazi Presica, Isvicre
Mikrodalga firin Arcelik, TR

Elektroforez cihazi EC-320

Gii¢ kaynagi EC 250-90
Transllluminator 312 Vilber Lourmat

Jel Goruntiileme Sistemi Poloroid, GelCam, UK

*Cihazlarmn yillik kalibrasyonlart ve giinliik sicaklik takibi yapilmaktadir.

4.2. Yontem

4.2.1. Pestivirus Antikorlan icin Indirek ELISA Testi

Kan serumlarindan pestivirus antikorlarmin varhg: ticari ELISA testi
(BVDV/MD/BDV p80 Protein Antikor Test Kit, Idexx, Isvigre), iiretici firmanin

prosediiriine gore yapildi. Sonuglar ELISA cihazinda okundu ve optik dansite
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(OD) degerlerine gore pozitif serumlar kaydedildi. Test asagida tarif edildigi gibi
gerceklestirildi.

Testte baglamadan 6nce biitiin kimyasallar 18-26 °C oda 1sisina getirildi ve
yikama soliisyonu 1/20 oraninda distile su ile sulandirildi.  Kit igerisindeki
sulandirma soliisyonunun 75 pl’si pleytin kontrol i¢in kullanilacak dort gozii harig
tim gozlere dagitildi. Kontrollerin konulacagi dort kuyucuga bu soliisyondan 50
ul konuldu. Bu kuyucuklarin ikisine Negatif Kontrol (NK) diger ikisine ise Pozitif
Kontol (PK) den 50 ul konuldu. Diger tim kuyucuklara calisilacak serum
orneklerinden, her 6rnek i¢in pipet degistirilmek kaydi ile 25 ul eklendi. ELISA
pleytlerin istleri aliminyum folyo ile kapatildi ve bir gece + 4°C’de inkube
edildi. Bu siire sonunda tiim kuyucuklar 300 ul yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi. Yikamay1 takiben, konjugat soliisyonundan tiim kuyucuklara 100 pl
konuldu. Pleytler 30 dk. oda 1sisinda (18-26 °C) inkubasyona birakildi. Yikama
islemi tekrar edildi ve son yikamadan sonra kuyucuklara 100 pl TMB substrate
eklendi. Reaksiyon i¢in karanlik ortamda ve 18-26 °C’da 20 dk. beklendi. Bu
stire sonunda reaksiyonlar 100 pl stop soliisyonu ile durduruldu. Tiim 6rneklerin
ve kontrollerin optik dansite degerleri 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda

okutuldu. Sonuglar asagida belirtildigi gibi hesaplandi.

_ NK1 A450 + NK2 A450 . Ornek A,
Ki = > O/N(%) = 100 X —NKE
X

NK1= Negatif Kontrol 1 (birinci kuyucuk OD degeri)

NK2= Negatif Kontrol (ikinci kuyucuk OD degeri)
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NKZx= Negatif Kontrol ortalamasi (negatif kontrollerin 1 ve 2 inci
kuyucuklarm OD toplamlarmin ikiye boliinmesi ile elde edilen ortalama OD
degeri.

Sonuglarin yorumlanmasi ise asagida tarif edildigi sekilde gerceklestirildi.

e Orneklerin O/N yiizdesi % 50 den biiyiik veya esit ise sonug negatif

e Orneklerin O/N yiizdesi % 40’dan biiyiik ve %50’den diisiik ise siipheli

e Bu Ornekler yeniden test edildi.

e Orneklerin O/N yiizdesi %50’ye esit veya diisiik ise pozitif

O= Ornegin yiizdesi

N= Negatif kontrol yiizdesi

4.2.2. Mavidil Antikorlar icin indirek ELISA Testi

Kan serumlar1 BTV antikorlar1 yoniinden ticari ELISA testi ile, iiretici
firmanm (Idexx, Isvicre) talimatlar1 dogrultusunda ve pestivirus antikor ELISA’da
tarif edildigine benzer sekilde, test edildi. Sonuglar ELISA cihazinda okundu ve

OD degerlerine gore antikor pozitif serumlar kaydedildi.

4.2.3. Akabane Antikorlar icin indirek ELISA Testi

Kan serumlar1 Akabane antikorlar1 yoniinden ticari ELISA testi ile, iiretici
firmanin (Idexx, Isvigre) talimatlar1 dogrultusunda ve pestivirus antikor ELISA’da
tarif edildigine benzer sekilde test edildi. Sonuglar ELISA cihazinda okundu ve

OD degerlerine gore antikor pozitif serumlar kaydedildi.
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4.2.4. Viral RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu yapilirken ekstraksiyon asamasinin kontrolii olarak,
yukarida belirtilen pestivirus, BTV ve AKAV pozitif 6rnekler ile birlikte negatif
ornek kontrolii olarak da steril distile su ¢calismaya dahil edilerek optimizasyonlari
saglandu.

Doku orneklerinden (fotus ve postnatal orneklerinde; lenf yumrusu,
akciger, dalak, bobrek, timus, kas dokusu ve fotal beyin homojenat havuzlari)
High Pure Viral Niikleik Asid Kiti (Roche, Almanya) kullanilarak, iretici
firmanin Onerileri dogrultusunda RNA’lar elde edildi. RNA ekstraksiyonlari,
asagida belirtilen yonteme gore gerceklestirildi.

Oncelikle, i¢ organ ve dokularm her birinin en az ii¢ farkli bdlgesinden
bistiiri ve pens kullanilarak alinan (her farkli 6rnek icin farkli bistiiri ve pens)
doku pargalar1 (yaklasik 30 mg) 2 ml’lik ticari tiiplere (Magna Lyser Green
Beads) aktarildi. Numunelerin iizerine 1’er ml distile su konularak, tiipler Magna
Lyser cihazina vyerlestirilerek 4000 rpm’de 40 saniye siire ile dokularin
parcalanmasi saglandi. Homojenat haline getirilen 6rnek 14000 devirde sogutmali
santrifiijde 3 dakika santrifiij edilerek, siipernatantlardan 200’er ul alind1 ve 1,5
ml’lik ependorf tiiplere konuldu. Ornek iceren tiiplere 200’er pl baglanma
tamponu, 50 pl proteinaz K soliisyonu (25 U/mg), 4 ul poly (A) eklendi ve
vorteks yardimiyla karistirildi. Bu karigim 72°C’de 10 dk. inkube edilerek tiiplerin
tizerine 100’er pl baglanma tamponu (Guanidinium HCL/Triton x-100) ilave
edilerek vortekslendi. Hazirlanan karigim toplama tiipleri igerisine yerlestirilen

filtreli tiplere aktarilarak 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
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Santrifiijii takiben altta sivi biriken toplama tiipler atildi. Ustteki filtreli
tiipler yeni toplama tiiplere yerlestirildi. Tiiplere 500 pl inhibitor uzaklastirma
tamponu eklenip 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta sivi
biriken toplama tiip atildi. Ustteki filtreli tiipler yeni toplama tiip icine
yerlestirilerek tizerine 450 pl yikama tamponu eklendi ve 8000 g’de 1 dK. santrifiij
edildi. Bu basamak bir kez daha tekrar edildi. Ardindan filtrede kalan etanoliin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in 14000 g’de 10 saniye santrifiij edildi. Daha sonra
filtreli tiipler yeni bir 1.5 ml’lik eppendorf tiipler igine yerlestirildi ve iizerine
daha 6nceden 70°C’de 1sitilmig ¢oziinme tamponundan 50’°ser pl eklendi ve 8000
g’de 1 dk. santrifiij edildi. Son olarak tstteki tiip atild1 ve eppendorf tiip i¢indeki
ornek, hedef RNA olarak PCR testinde kullanilincaya kadar, -80°C’de muhafaza

edildi.

4.2.5. Pestivirus Dubleks RT-PCR

Pestivirus tespitinde Wilcek et al. ile McGoldrick et al. tarafindan
bildirilen yontemler modifiye edilerek kullanild1 (58, 64). Kisaca, on
caligmalarda konvansiyonel RT-PCR protokolii uygulanmustir. Ancak, sonraki
calismalarda gerek zaman gerekse maliyet hesaplamalar1 dikkate alinarak, ayrica
kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak igin nested RT-PCR’da kullanilan
primerlerin ortak karigimi ile hazirlanan dubleks RT-PCR teknigi tercih edilmistir.

PCR testinin ticari OneStep RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak
optimizasyonu gergeklestirildi. Calismada kullanilan primer dizinleri Tablo 8’de,

PCR karisimi ve 1s1 dongii protokolii Tablo 9°da sunulmustur.
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Tablo 8. Pestivirus nested RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri

Uriin (bp) Referans

) ) o Hedef gen
Primerler Primer dizini ( 5°-3%)
F V324 ATGCCCGTAGTAGGACTAGCA
5’NCR 290 (58)
R V326 TCAACTCCATGGCCATGTAC
AGTACAGGGTAGTCGTCAGT 220 (64)

Nested (F)All
GGTTCG

Nested (R)A14 CTGCTGTACATGGCACATGGAGTTG

Tablo 9. Pestivirus RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karigimi ve 1s1

protokolii (1.siklus)

Biksen Aliktar Sikhaslar
Diaivomize su Gul
ix 4l
Q ol 4 S0°Cda 30 dk
DHTE 0.8 pl o5 de 154k
Enzim 08 pl PRS-
W3l6 B-Primer- (20 pmol S pl ) 1pl T2 de 1 dk
FEMA 24l

T2 de 104k
Total 20 pl

Tablo 10. Pestivirus nested RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karisimi

ve 181 protokolii (2. siklus)

Bilesen Konmanirasvon Kullamilan P rogram
2x hamar Aix 10 pi
Deivonizs so Tul 05°C'de 2dk DenstiGazion
All{20pmol / pl ) 0.5ul 85°Cda 1
Al4 {20 pmol / ul ) LT SRR s 1 BCE 30 siklus
FMA 2u T2°Cde 1
T2°C'de 10
Total 20 ul
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Tablo 11. Pestivirus dubleks RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karigimi

ve 1s1 protokolii

BEikyen Blonsart rasyomn Kullanilan Program
Dreivomize su 5pl

in 4 pl F0°Cde 30 dk

Qzol 4 pl D550 de 15 dk
DINTF 0.8 pt

Enzim 0.8 pt o550 da 1 dk

W34 05 pt

R — 05 FETCda 1 dk 40 sikhes
All 0.5 pl TIMCda 1 dk

Als 05 pt

DhSD 04 pt cotcds 10 i

FMA Jpl

Genel Toplam 20pl

4.2.6. Akabane RT-PCR

Akabane RT-PCR, ticari olarak OneStep RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya)
ve tek primer ¢ifti kullanilarak gergeklestirildi (89). Akabane virus kontrol
kullanilarak RT-PCR ticari Qiagen kitinin deteksiyon limiti tespit edildi ve kit
sonraki ¢alismalar i¢in optimize edildi.

Calismada kullanilan primer dizinleri Tablo 12, PCR karisimi ve 1s1

protokolii Tablo 13°de sunulmustur.

Tablo 12. Akabane RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri

_ Hed Uriin
Primerl ) L
Primer dizini (5°-3°) ef bityiikligii Refera
er
gen (bp) ns
TAACTACGCATTGCAAT
AKSF19 S (89)
GGC
gen 722

AKSF74 TAAGCTTAGATCTGGAT
0 ACC
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Tablo 13. Akabane RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karigimi ve 1s1

protokolii
Eilesen Honmantrasyon 1X Eunlbmlban Prosgram
Dreivomize su 10,3 pl
ix 4 ul 0°Cde 30 dk
MzQl: 0.5, 25°Cde 15 dk
Brimer1{10pmol / pl ) 0.8 pl
Primes2{10pmol / pl ) 0.8 ul 25°Cde 15=n
dWTE 0.8 pl
Enzim mix 0.8pl Cda 45 zan 45 dones
FMA 2ul
T17Cd= 1 dk
407Cd= 30 zzn
Total 20 1l

4.2.7. Pestivirus ve Akabane Virus PCR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforezi

Beher igine % 1.1°lik agaroz jel hazirlamak i¢in; 0.55 gr agaroz konulup
istiine 50 ml 1X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA) buffer ilave edildi. Mikrodalga
firmda 1-2 dk. isitilarak agarozun g¢oziilmesi saglandi ve jel 50-55 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra {iizerine 0,5 ug/ml oraninda ethidium bromide konuldu.
Tarak yerlestirilmis olan jel tasiyicisina hazirlanan bu karisim dokiildii.

Yaklasik 20 dakika sonra donmus jelden taraklar ¢ikarilip, jel tasiyici
tanka yerlestirildi. Jel tanki agarm ftzerini Ortecek sekilde TAE buffer ile
dolduruldu.

PCR fiirlinleri yiikleme boyasi ile (6x Loading Dye, Fermentas, Litvanya)

agaroz jelde kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.
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Uriin biiyiikliigiiniin yaklasik olarak belirlenebilmesi i¢in yiikleme boyas1
icinde 100 bp merdiven (DNA merdiveni, Fermentas, Litvanya) soliisyonundan
ilk ve son kuyucuklara 6 pl yiiklendi.

Uriinler yaklasik 30 dakika, 100 Volt elektrik akimda 6rnekler jelin 2/3
iinii gegene kadar yiiriitiildii.

Jel goriintiileme sistemi (Polaroid, GelCam, UK) kullanilarak PCR sonucu

olusan spesifik bantlar goriintiilendi.

Mavidil Virus real-time RT-PCR

BTV virus genomunun Segment 1 (VP1) bolgesini ¢ogaltmak ve
gostermek i¢in, Anthony Shaw et al. *nin bildirdigi yontem kullanildi. (78). Real-
time RT-PCR amplifikasyonu ve tespiti Roche Light Cycler 2.0 real-time PCR
(Roche, Almanya) cihaziyla yapildi. Bu amagla kullanilan primer ve prob seti
Tablo 14, PCR karisimi ve 1s1 protokolii Tablo 15°de gosterildi.

Tablo 14. Mavidil real-time RT-PCR tekniginde kullanilan primer ve

prob seti
Primerler  Primer dizini (5°-3’) Hedef gen Referans
RSA(east)
. GCGTTCGAAGTTTACATCAAT Segmentl
F primer
(VP1)
RSA(east)
. CAGTCATCTCTCTAGACACTCTATAATTACG
R primer
UNI(west) (78)
. GCTTTTGAGGTGTACGTGAAC
F primer

UNI(west) TCTCCCTTGAAACTCTATAATTACG
R primer

BTV RSA FAM-CYGGATCAAGTTCACTCCAYGGC-BHQ-1
ProPedunR
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Tablo 15. Mavidil real-time RT-PCR tekniginde kullanilan PCR karigimi

ve 1s1 protokolii

Bikyn Komantramon1X Kullanian Program

Denonize s j4ul

iz 4u

MeCE 1 50°C de 30 dk

Primes 1(10pmal/ ul) 1l 95°C'de 15 dk none

Primes 2( 10pmol/yl) 1M 95°Cde 15em nome

Primer 3 1l : :
Do ix y LHIE E0FC de 1dk si:lgle/ 4 SarCuantification
Prob ( Spmol / ) 1

dv TP 0Epl

Enzim mix 0.8ul

FHA i #£'C%0us mone

Total 20 pl

Real-time RT-PCR metoduna ge¢ilmeden once ¢ift zincirli BTV RNA’s1
denatiirasyon islemine tabii tutuldu. Bu amagla RNA o6rnekleri master mikse
eklenmeden 6nce 95 °C’de 5 dk. termal 1s1 cihazinda inkiibe edildikten sonra
derhal buz i¢ine almmarak sogutuldu. Test edilecek 6rnek sayisindan bir fazla
olmak iizere master miks hazirland1 ve vortekslendi. Lightcycler kapillerlerinin
her birine 17 pl master miks konularak tizerlerine 3 ul RNA eklenerek 15 saniye
stire santrifiij edildi. Kapiller tiipler cihaza yerlestirilmeden once giinde bir kez
olmak tizere cihaza self test yaptirildi. Kapiller tiipler LightCycler 2.0 cihazina ait

alana yerlestirildi ve uygun program kodu segilerek deney gergeklestirildi.

4.2.8. Mavidil real-time RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Real-time RT-PCR sonuglar1 floresans verilerine gore, 60 °C’de ve 530
kanalinda Fam filtresi yardimiyla elde edildi. Deney sonuglarint analizi i¢in

kantitatif analiz modu segildi ve paralel ¢alisilan kontrol 6rnekleri (BTV kontrol
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virusu ve i¢ kontrol) ile test ornekleri karsilagtirilarak sonuglar degerlendirildi.
Paralel ¢alisilan Orneklerle test Ornekleri karsilagtirilarak sonuglar analiz edildi.
Referans ornekten curve analizi (Threshold cycle; Ct, Ct degeri) yapilarak
PCR’m etkinligi saptandi. LightCycler icin optimum efficieny 2.0 olarak tespit
edildi. Bir 6rnegin pozitif mi yoksa negatif mi oldugunu analiz ederken; Ct degeri
<30 ise ornek pozitif, Ct degeri 30-35 arasinda ise ve sigmoid logaritmik bir egri
ise ornek zayif pozitif, Ct degeri >35 ise ve amplifikasyon egrisi linear bir yapida
ise ornek negatif olarak kaydedildi. Stipheli sonuglarda pozitif oldugu bilinen bir
ornekten hazirlanan standart diliisyonlar ile stipheli 6rnek kullanilarak real-time
RT-PCR yenilendi. Yikselen bir egri olusturan en diisiik konsantrasyondaki

pozitif 6rnek ile incelenen 6rnek karsilastirilarak karar verildi.

4.2.9. Sekanslama

RT-PCR sonuglarinin ek dogrulanmasi ve daha detayli epidemiyolojik veri
elde etmek amaciyla pestivirus RT-PCR pozitif amplifikasyon iiriinlerinin bir
bolimii sekanslatildi. Bu amagla,  pestivirus RT-PCR pozitif 57 ornekten
tesadiifii olarak secilen 10 adet ornekten sekanslama gerceklestirildi. Bu amagla,
oncelikle, pozitif 6rneklerden V324 ve V326 primerleri kullanilarak yaklasik 290
b¢ uzunlugunda aplifikasyon {iriinii elde edildi. Daha sonra bu iirlinler DNA
purifikasyon kiti ile (QIAquick gel purification Kiti; Qiagen Co, Hilden, Almanya)
gelden piirifiye edildi. Piirifiye tiriinler ile V324 ve V326 primerleri kullanilarak
cift yonlii sekanslama islemi otomatik sekanslama cihazinda (Applied Biosystems
3130xI Genetic Analyzers; Hitachi Appliance Inc., Japonya) ger¢eklestirildi. Elde

edilen dizilimler 6nce ClustalW programu ile bilestirildi ve bu dizilimler BLAST
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programinda, viruslarin sekanslatildigi gen bolgelerine iceren gen bankasindaki
dizilimler ile kiyaslatildi. Daha sonra, bu dizilimlerin filogenetik agact PHYLIP
dizilim programinda neighbour-joining metoduna kullanilarak, 0.75 maksimum

sekans uzakligina (Max Seq Difference) gore belirlendi.
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5. BULGULAR

5.1. Antikor ELISA

Serolojik teshis amaciyla test edilen toplam 1200 koyun kan serum
orneginden 800 adedinde (%67) pestivirus spesifik antikorlar, 465 adedinde
(%38,7) BTV a spesifik antikorlar ve bir adedinde (%0,08) ise AKAV’a spesifik
antikorlar tespit edilmistir. AKAV, ELISA test sonuglarinin konfirmasyonu
amaciyla, pozitif olarak tespit edilen serum Ornegine ilave olarak, test ornekleri
icinde tesadiifii segilen toplam 100 serum 6rnegi ikinci kez ELISA ile test edildi.
Bu tekrar testi sonucunda da, pozitif tespit edilen tek ornek haricinde, diger
orneklerde seronegatiflik teyit edilmistir.

ELISA sonuglarma gore, li¢ virusa karsi elde edilen antikor pozitifligi

dagilimlar1 Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16. Test edilen koyun kan serumu antikor sonuglar1

Viruslar Negatif Pozitif Toplam Ornek Sayisi
n % n % n

PestivirusAntikor 400 33 800 67 1200

Mavidil Antikor 735 61,3 465 38,7 1200

Akabane Antikor 1199 99,9 1 0,08 1200

5.2. RT-PCR, real-time RT-PCR ve Sekanslama

Klinik orneklerin test edilmesine gegilmeden Once titresi bilinen NADL
virus susu hedef RNA’larla ile gergeklestirilen RT-PCR ¢alismasi neticesinde

Pestivirus nested RT-PCR’in deteksiyon limiti yaklagik 50 virion olarak

tespit edildi.
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Klinik orneklerle gergeklestirilen RT-PCR’a ait agaroz jel elektroforez
goriintiileri Sekil 7 (Birinci adim RT-PCR) ve Sekil 8 (Dubleks RT-PCR)’da
verilmistir. Aragtirmada, 2012 ve 2013 yillarinda 6rneklenen toplam 281 postnatal
ornek ve atik fotus materyalleri degerlendirilmistir. 2012 yilinda toplam 147
ornekteki 45 postnatal 6rnegin 8 adedinde (%17,8) pestivirus niikleik asidi tespit
edilirken, 2013 yilinda 6rneklenen 134 materyalden 58 postnatal 6rnegin 15
adedinde (%25,86) pestivirus niikleik asidi saptanmuistir.

2012 yilinda toplam 102 atik fotusiin 17 adedinde (%17,64), 2013 yilinda
76 atik fotusiin 17 adedinde (%22,36) pestivirus niikleik asidi tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore, yillar dikkate alinmaksizin, toplam 103 postnatal 6rnegin 23
(%23,33)’tinde ve 178 atik fotus Orneginin ise 34 (%19,10)’linde pestivirus
pozitifligi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak toplam 281 6rnegin 57 (%20,28)’sinde

pestivirus genom pozitifligi saptanmustir (Tablo 17).

Tablo 17. Pestivirus yoniinden incelenen doku materyallerinin

orneklendigi yil ve klinik neticesine gore dagilimlari

Ornek Alinan Yillar Postnatal Ornek Atik Fotus Toplam
Toplam  Pozitif Toplam Pozitif

2012 45 8 (%17,8) 102 17 (%17,64) 147

2013 58 15 (%25,86) 76 17(%22,36) 134

Genel Toplam 103 23 (%22,33) 178 34(%19,10) 281

Klinik 6rneklerde AKAV RNA’sinm tespitine yonelik RT-PCR islemine

gecilmeden Once kontrol virus RNA Ornekleri ile gerceklestirilen caligma
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neticesinde RT-PCR’in deteksiyon limiti yaklasik 100 viron olarak tespit edildi.
Mavidil virusunun deteksiyon limiti ise firma tarafindan bildirildigi kadar1 ile
yaklagik 20 virion olarak kaydedilmistir.

Mavidil virus ve AKAV i¢in pozitif virus kontrolleri ile yapilan
calismalarda beklenen amplifikasyon tiriinleri tespit edilmesine ragmen, ¢alismada
test edilen klinik 6rneklerin hi¢ birinde BTV ve AKAV niikleik asidi tespit
edilememistir. Elde edilen PCR sonuglar1 Tablo 16’da 6zetlenmistir. AKAV’a ait
agaroz jel elektroforez goriintiileri ile BTV real-time RT-PCR sonuglar1 Sekil 9 ve
Sekil 10°da verilmistir.

RT-PCR sonuglaria gore pestivirus pozitif olarak tespit edilen 10 6rnegin
cift primerlerle sekans dizilimlerinin ClustalW programinda bilestirilmesi
neticesinde 6 Ornegin yaklasik % 100 dogrulukla bilestirilmesi saglandi. Bu
nedenle, filogenetik analizde bu 6 oOrnek degerlendirilmeye alindi.
Degerlendirilmeye alinan 6 Ornekten dordiine ait dizilimlerin BLAST
programinda gen dizilimleri ile kiyaslanmasi neticesinde bu dizilimin BVDV-1’in
5’-UTR bolgeleri ile % 94-98 oraninda benzerligi tespit edildi. PHYLIP dizilim
programinda, neighbour-joining metodu kullanilarak, 0.75 maksimum sekans
uzakligina gore filogenetik analizi neticesinde bu 6rneklerin BVDV-1 oldugu teyit
edildi. Bu dort ornekten birine ait (2013/TR/EDRN.1) filogenetik analiz Sekil
11°de sunulmustur. Degerlendirilmeye alinan 6 6rnekten ikisine ait dizilimlerin
BLAST programinda ve filogenetik analizinde ise bu orneklerin BDV oldugu
tespit edildi. BDV olarak tespit edilen drneklerden birine ait filogenetik analizi
Sekil 12°de verilmistir. ClustalW programinda bilestirilmesi % 60-80 oraninda

gerceklestirilen ve bu nedenle de filogenetik analizi yapilamayan kalan dort
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ornegin birlestirilen dizilimlerinin BLAST sonucglar1 bunlarin pestivirus

olduklarmi ortaya koymustur.

Tablo 18. Doku 6rneklerinin pestivirus yoniinden illere goére dagilimi

Ornek Alinan Iller 2012 2013 Toplam

Kuzu Atik fotus Kuzu Atik fotus

+/n +/n +/n +/n +/n
Balikesir 1/9 5716 217 1/14 9/46
Canakkale 2/4 3/13 0/5 3/5 8/27
Bursa 0/2 3/8 212 17 6/19
Kirklareli 2/5 2/13 2/10 2/9 8/37
Tekirdag 11 1/0 212 11 5/4
Edirne 0/4 1/14 5/6 517 11/31
istanbul 1/4 0/6 1/5 1/2 3/17
Bilecik 0/1 0/1 0/0 - 0/2
Kocaeli 017 1/8 1/5 1/3 3/23
Sakarya 1/0 1/4 0/0 0/0 214
Yalova 0/0 0/1 0/0 0/1 0/2
Diizce 0/0 0/1 0/1 2/10 2/12
Genel Toplam 8/37 17/85 15/43 17/59 571224

M12 3 45 6 7 89 10

300 bp

Sekil 7. Pestivirus RT-PCR jel elektroforez goriintiisti 1. tur (290 bp).

M: 100 bp DNA merdiveni, 1: Virus pozitif kontrol, 2-10: Klinik érnekler
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Sekil 8. Pestivirus dubleks RT-PCR jel elektroforez goriintiisii.

M: DNA merdiveni 100 bp, 1: Virus pozitif kontrol, 2-8: Klinik 6rnekler

M 1 2 3 45 6 7 8 910 11 13 1415 1617 18 M

700 bpwp

Sekil 9. Akabane virus RT-PCR jel elektroforez goriintiisii.
M: 100 bp DNA merdiveni, 1 ve 2: AKAV pozitif kontrol virus, 3-18:

Klinik 6rnekler, M: 100 bp DNA merdiveni
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Sekil 10. Mavidil real-time RT-PCR analiz goriintiisii.1-29: Kilinik
ornekler (tiim 6rnekler negatif), 30: Negatif kontrol, 31:BTV PCR pozitif kontrol

(Mavi egri) 32: BTV ekstraksiyon (EXT) pozitif kontrol (Pembe egri)
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£ Bovine viral diarthea virus 1(gh|AY323881.1)
*Bovine viral diarthea virus 1{gh|AY323885.1)
@ Bovine viral diarthea virus 1(gh|KC362902.1)
# o Bovine viral diarrhea virus 1{gh|AY363072.1)
¢  Bovine viral diarrhea virus 1(gb|AY323890.1)
gBm-ine viral diarthea virus 1{gh|AY323888.1)
@ Bovine viral diarrhea virus 1(gh|AY323886.1)
& Bovine viral diarthea virus 1(gh|KCRY3813.1)
9 ¥ 2 Bovine viral diarrhea virus 1{gh{JQ743603.1)
% Bovine viral diarthea virus strain Bega(gh|AF(49221.2)
*Bovine viral diarthea virus [(gh|EU159700.1)
o Bovine viral diarrhea virus 1(dbj|ABOTR930.1)
 Bovine viral diarthea virus 1(dbj|ABOTR931.1)

a 9
i ABovine viral diarrhea virus 1(ghKC693815.1)

4 4 Bovine viral diarrhea virus 1gh|AY948435.1)

4 @ Bovine viral diarrhea virus 1(gh[KF06969.1)

2 Bovine viral diarthea virus 1(gh|GQUR5460.1)
’ @ Bovine viral diarrhea virus 1{gh|KRKGIT0.1)
© Bovine viral diarrhea virus 1(gh{FI387311.1)
i

)
U Bovine viral diarthea virus 1gh| ARM 1040,
¢ 2013/TREDRN.1
7 Bovine viral diarthea virus 1(gh|DQIRR995.2)
o Bovine viral diarrhea virus 1{zb|{GO495685.1)
b Bovine viral diarthea virus L 68{emb|AJ312928.1)
k:Bm-ine viral diarrhea virus 1gh|FI615535.1)
3 "&iBm-ine viral diarthea virus 1(gb|FIa13533.1)
# Bovine viral diarrhea virus 1{emb|FM163317.1)
@ Bovine viral diarrhea virus 1{gh{EF210349.1)
Bovine viral diarhea virus [{emb|AT133739.1)
& Bovine vital diarthen virus 1{gh|AY954693.1)
i Bovine viral diarthea virus 1(gh|EF210335.1)
.; Border disease virus(gh|KFI23348.1)
9 Border disease virus(gh|GQR02940.1)
2 Border disease virus(gh{JQ994198.1)
“ Border disease virus(gh|EU224227.1)
2 Border disease virus(gh(1(946320.2)
# Border disease virus(gh[KCS37788.1)
* Border disease virus strain Rudolph{dhbj|AB122086.]
¥ i Border disease virus - X818(zb|AF037
4 2 Border disease virus(gh|EUTT1348.1)
 Border disease virus sheep272/F|

 Border disease virus(gh|EUA3T

Sekil 11. BVD-1 olarak belirlenen 6rnegin (2013/TR/EDRN.1) PHYLIP
dizilim programinda, neighbour-joining metodunda 0.75 maksimum sekans

uzaklhigma gore filogenetik analizi
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: Botder disease virus(gh|KC963426.1)
“ Border disease virus(gh|TX437133.1)
@ 2013/TR/CNEL.1
gﬂarder disease virus(gh|KC337789.1)
“ Border disease virus(gh|TX683184.1)
8 ,; Border disease virus(gh| KP25348.1)

“ Border disease virusigh|GQ902940.1)

9 Border disease virus(gh

JOH94198.1)
“ Border disease virus(gh|EU224227.1)
“ Border disease virus(gh{1(946320.2)
“Border disease virus(gh[KC337788.1)

* Border disease virus strain Rudolph(dbj AB122086.]
¢ & Border disease virus - XR18(gh| AFD37
EUTII348.1)

* Border disease virus sheep/272/F
EU637

“Border disease virus(gh

9 Border disease virus(gh

# Classical swine fever virus(gh

KC333783.1)
q OClassical swine fever virus(gh|AF332363.1)
1 2 Bovine viral diarthea virus 1{gb|KRIA975.1)
9 Classical swine fever virus(gh|GQUI2941.1)
t “Classical swine fever virus(gh|AY568369.1)
IClassical swine fever virus(gh|L42433.1)
4 :'JJCthsic.-ll swine fever virug(gh|L42436.1)

4 O Classical swine fever virug(gh(L42434.1)
IClssical swine fever virus(gh|GU324242.1)
O Classical swine fever virus(gh|GU233732.1)

“Bovine viral diarthea virus 1(dbj ABOTR950.1)

“ Bovinie vital diarthea virus 1(dbj|ABOTR95L.1)
A Bovine viral diarthea virus 1(gb|KC95815.1)
9 4 Bovine viral dinrhea virus 1A Y948435.1)
@ Bovine viral diarthea virus 1{zb| KRN6%69.1)

“ Bovine viral diarthea virus 1(gh|GOH8346(0.1)
L] “Bovine viral diarthea virus 1(gh{KF06970.1)
Jd Bovine viral diarihea virus [(gh[FI387311.1)

»
O Bovine viral diarthea virus 1{gb| AFMI040.1)

Sekil 12. BDV olarak belirlenen 6rnegin (2013/TR/CNKL.1) PHYLIP
dizilim programinda, neighbour-joining metodunda 0.75 maksimum sekans

uzakligina gore filogenetik analizi
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6. TARTISMA

Abortlar koyun vyetistiriciligindeki ekonomik kayiplarin en onde gelen
sebeplerindendir. Bu nedenle gerek {iilkesel gerekse bolgesel seviyede abort
etiyolojilerinin aydinlatilmasi ve bu verilerle miicadele stratejilerinin belirlenmesi
ekonomik yetistiricilik i¢in olduk¢a Onemlidir. Mevcut tezde, Marmara
Bolgesinde bulunan illerde koyunlarda abort etiyolojisinin aydmnlatilmasina
yonelik olarak, iilkemizde ve diinyada abortlarin en onde gelen viral etkenler
olarak kabul edilen ii¢ virusun prevalanslar1 arastirilmistir.

Pestivirus enfeksiyonlari, diinyada sigir, koyun, ke¢i ve domuz
yetistiriciliginin yapildigi bir¢ok iilkede bildirilmistir (3, 21, 25, 50). Farkli
iilkelerde koyunlarda yapilan ¢alismalarda pestivirus seroprevalans oranlar1 %5-
50 arasinda rapor edilmistir (3, 21, 25, 50). Tirkiye’de bu oranin (%2-90)
arasinda degistigi  bildirilmistir (90, 91). Bu arastirmada, pestivirus
seroepidemiyolojisinin tespiti amaciyla, Marmara Bolgesinde bulunan bdlgenin
genel durumunu yansitacak sekilde 12 ilde, pestivirus yoniinden asilanmamis 6
ayligin iizerindeki 1200 adet koyundan, tesadiifi 6rnekleme yoluyla, serum
ornekleri toplandi. Orneklenen hayvanlarin %67 sinde pestivirus antikorlari tespit
edildi. Ulkemizde yapilan benzer bir calismada, Burgu ve ark. toplam 661
koyundan ve 770 kuzudan kan 6rnegi alarak bu hayvanlarda sirasiyla %25 ve
%21,5 oraninda seropozitiflik saptandigini bildirmislerdir (20). Burgu ve ark.
yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise Ankara ilindeki farkli mezbahanelerden toplanan

100 gebe koyuna ait kan serumlarinda pestivirus yoniinden % 41,3 seropozitiflik
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saptadiklarini, 108 fotusa ait 584 farkli organ ve kan 6rneklerinden bir adedinde
ise nonsitopatojen pestivirus susu tespit ettiklerini raporlamiglardir (92).

Okur-Giimiisova ve ark. Karadeniz ve i¢ bolgelerinden toplam 11 ilde
yetistirilen saglikli koyunlardan topladiklar1 2444 serum Orneginde Serum
notralizasyon testi ile %18,94 seropozitiflik saptanmis, i¢ bolgelerde yetistirilen
koyunlardaki seropozitifligin (%18,94) sahil illerinde elde edilen verilerden daha
yiiksek (%4,90) oldugunu bildirmislerdir (93).

Hasircioglu ve ark. Burdur ilinde abort yapmis 735 koyun ve 35 adet kegi
serumu ve lokosit ornekleri ile 48 adet abort/6lii dogmus kuzu dokularindan elde
edilen 6rneklerde pestivirus antijen ve antikor varligi yoniinden ELISA ile yapilan
incelemelerinde; 735 adet abort yapmis koyunun 475 (%64,6) adedinin pestivirus
antikorlar1 yoniinden pozitif oldugunu kaydetmislerdir. Ayni ¢aligmada, abort
yapan koyunlarin 16kosit Orneklerinin 5 (%0,7)’inde pestivirus antijenleri
saptanirken, abort yapmis keci lokosit 6rneklerinin hi¢ birinde antijen varliginin
belirlenemedigi bildirilmistir (94).

Giir, Afyonkarahisar ilinde abort vakalari goriilen 7 adet Akkaraman
koyun siiriisiinden elde edilen 568 adet kan 16kosit ve serum orneklerinde 2 adet
16kosit Orneginden (%,035) ncp pestivirus izolasyonu yapildigini, Sserum
notralizasyon testi ile de 446 adet kan serum Orneginin %78,5’inde pestivirus
spesifik antikor tespit edildigini bildirmistir. Ayn1 arastirmada, pestivirus antikor
oraninin Bat1 Anadolu’da %63,6 ve Giiney Anadolu’da ise %67,2 oldugunu
tespit etmistir (95).

Ozdemir ve ark. yaptiklari gahgmada toplanan 91 koyun fetus érneginden

antijen ELISA ile 17 adedinde (%19) pozitiflik saptarken, RT-PCR ile 30
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adedinde (%33) RNA pozitiflik tespit etmislerdir. Ayn1 ¢alismada ELISA ve RT-
PCR ile pozitif bulunan orneklerin hiicre Kkiiltiirlinde virus izolasyonlar1
gerceklestirilmis ve izolatlarinin 24 adedinin (%80) ncp BVDV, 6 adedinin
(%20) ise ncp BDV tespit edilmistir (46).

Turan ve ark. Marmara Bolgesinde koyunlardan toplanan kan serumu
orneklerinde pestivirus antikor ve antijenlerinin saptanmasina yonelik yaptiklari
caligmalarinda BVDV antijen ELISA ile test edilen 2404 adet kan lokosit
orneginden 29’unda (%1,2) ve antikor ELISA ile pestivirus antikorlar1 yoniinden
test edilen koyun kan serumlarmin %2,32’sinde pestivirus seropozitiflik tespit
edildigini bildirmislerdir (90).

Azkur ve ark. Kirikkale ilinden 25 koyun siiriisiinden elde ettikleri 1075
adet koyun serum 6rneginde ELISA ile %74,51 oraninda pestivirus seropozitiflik
saptamiglardir (53).

Yazici ve ark. Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinden 13 atik kuzu organ
materyalinin %69,23’tinde RT-PCR ile BDV niikleik asidi saptamiglardir. Ayni
calismada 6rneklenen 401 kan serumunun ELISA testi ile %48,12’sinde, serum
notralizasyonla ise %42,89’unda seropozitiflik tespit etmislerdir (96).

Ozan ve ark. Samsun ilinden rastgele toplanan 144 koyun kan serumu
ornegini ELISA testi ile pestivirus ve mavidil virusu antikor varligi yoniinden
arastirtlmig, pestivirus i¢in %90,27 seropozitiflik saptanmasina karsin, mavidil
antikor varlig1 tespit edilememistir. Ayni ¢alismada 3 adet koyunda ELISA testi
ile pestivirus antijeni tespit edilmistir (91). Karadeniz Bolgesindeki baska bir
calismada ise Albayrak ve ark. RT-PCR ile 21 atik kuzu 6rneginden 14 adedinde

(%66,66) BDV niikleik asidi saptamiglardir (13).
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Issi ve ark. Elazig ilinden abort olaylarmin gériildiigii 4272 koyunun
bulundugu 8 ayr1 siiriiden toplanan 219 koyun serumu ve 20 fotal doku 6rnekleri
ELISA testi ile arastirilmis, kan 6rneklerinin %65,75’inde pestivirus antikoru,
fotuslarin ise %55’ inde pestivirus tespit etmislerdir (97). Engin ve ark. ise Elazig,
Malatya, Tunceli illerindeki 160 adet koyun kan 6rneklerinin %22,5’inde ELISA
ile pestivirus saptanmistir (98).

Yukarida da ifade edildigi iizere, Ulkemizdeki degisik arastiricilar
tarafindan yapilan ¢aligmalar incelendiginde, pestivirus antijen seropozitifliginin
%2,3 ile %90,3 arasinda varlig1 bildirilmistir (20, 53, 90-95, 97). Bu tezdeki
pestivirus seroprevalans oranmin bazi arastirmacilarm (20, 90, 92-94, 97)
bulgularindan yiiksek digerlerinden (91, 95) ise diisiik oldugu saptanmustir. Bu
durumun, biiyiik oranda, calisilan cografik bolge farkliliklarina, ¢aligma yilina ve
test edilen hayvanlarin yasina bagli olarak seroprevalanstaki farkliktan
kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Ayrica, daha zayif bir ihtimal olmakla birlikte,
kullanilan test metodlarmin farkliliklari da bu c¢alismalardaki seroprevalans
farkliliklarinin muhtemel bir sebebi olabilir.

Tiirkiye’de yukarida yapilan ¢alismalar dikkate alindigi zaman, pestivirus
seropozitiflik oranlarindaki farkliliklara benzer sekilde, pestivirus pozitifligin de
oldukca farkli oranlarda prevalans kaydedilmistir. Ulkemizde pestivirus
antijen/niikleik asit pozitifligi oranlar1 %0,4-69,2 arasinda saptanmistir (13, 46,
92, 95-98). Mevcut tezde ise %20,28 oraninda bir pestivirus niikleik asit
pozitifligi tespit edilmistir. Bu farkliliklarin sebebinin biiyiik oranda bdlgesel virus
prevalans farkliligindan ve yillara gore artan pestivirus pozitifliginden kaynaklana

bilecegini diisinmekteyiz. Bununla birlikte kullanilan metot ve ¢alisilan dokularin
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farkhiliklarindan da prevalans oraninin degisebilecegi kaydedilmistir. Ornegin,
Ozdemir ve ark. yaptiklari ¢alismada, ELISA ile %19 oraninda pestivirus antijeni
ve RT-PCR teknigi ile %33 oraninda virus niikleik asidi tespit etmislerdir (46).
Horner ve ark. ruminant pestiviruslarinin teshisinde real-time RT-PCR (real-time
RT-PCR), ELISA ve immun peroksidaz (IP) tekniklerinin performanslarini
karsilastirdiklar1  bir ¢alismada BVDV referens susu ve persiste enfekte
hayvanlardan alinan Orneklerde real-time RT-PCR tekniginin diger test
tekniklerine gore daha duyarli oldugu bildirilmistir (15). Kenedy et al. yaptiklari
calisgmada ise BVDV ile persiste enfekte sigirlari tespit etmek amaciyla 3,599
sigirdan alman kulak derisi 6rneginden 100 hayvanlik siipernatant havuzlari
hazirlanmig ve immunohistokimya (IHC), antigen capture-ELISA (Ag capture-
ELISA) ve RT-PCR metodlari ile test etmislerdir. Her ti¢ testin de persiste enfekte
hayvanlar1 tespit etmede %100’lik bir uyuma sahip olduklar1 goriilmiistiir (99).

Genel olarak koyun ve kegilerin pestivirus enfeksiyonlarinin etkeni BDV
kabul edilmektedir (23, 24). Mevcut tezde degerlendirilmeye alinan pestivirus
RT-PCR pozitif 6 koyun 6rnegine sekanslama sonuglarma gore dort 6rnegin
BVDV-1 oldugu belirlendi. Degerlendirilmeye alinan diger iki 6rnege ait gen
dizilimlerinin filogenetik analizinde ise bu 6rneklerin BDV oldugu tespit edildi.
Yakin akraba olan pestiviruslarinda (BVDV 1, BVDV 2, BDV ve CSF) hayvan
trleri aras1 gecis bilinmektedir (3, 30).

Pestiviruslarla birlikte abortlarin diger onemli viral etkeni olan BTV
ilkemizde uzun yillardir varligi bilinen ve donemsel olarak 6nemli ekonomik
kayiplara yol agan virustur (71, 73, 75- 77, 100-109). Diger iilkelerde yapilan

onceki arastirmalarda, BTV enfeksiyonunun seroprevalansinin (%1,6-50) arasinda
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oldugu tespit edilmistir (110, 111). Lopez ve ark. tarafindan Amerika Birlesik
Devletlerinin New York eyaletinde yapilan surveyde 52 ilden 6’sinda BTV
pozitif hayvan tespit edilmistir (112). Amerika Birlesik Devletlerinin Colorado
eyaletinde yapilan bir ¢alismada 108 koyun ¢iftliginden, 2544 hayvanda %7,6-83
arasinda seropozitiflik tespit edilirken, RT-PCR ile viral RNA prevalans1 %4,8-48
arasinda saptanmustir (113). Shi ve ark. tarafindan Cin’de ithal edilen ve
karantinaya alinan 964 sigir ve 650 koyunda yapilan serolojik ve virolojik
calismada ti¢ sigir ve 41 koyunda seropozitiflik tespit edilirken, iki koyundan
virus izole edilebilmistir (114). Hindistan’da koyunlarda yapilan retrospektif bir
calismada 50 Ornekten 8’inde virus izolasyonu gergeklestirilmistir (115). Ayni
sekilde, Kulkarni ve ark. Hindistan’nin Mharashtra eyaletindeki koyun siiriilerinde
BT enfeksiyonu morbiditesinin %20, mortalitesinin ise %80’lere ulastigini rapor
etmislerdir. Bu tilkede 1981 salgininda BTV-9 ve BTV-18 salginlara yol acarken,
1983 salginindan sadece BTV-9 izole edilebilmistir (116).

Tiurkiye’de ise farkli bdlgelerde yapilan c¢alismalarda, BTV’nin
seroprevalans oranlarinin %0-87,5 arasinda degistigi bildirilmektedir (73, 77, 91,
100-109). Farkli bolgelerde yapilan galismalarda, Albayrak ve ark. Karadeniz
Bolgesinde (Samsun, Sinop, Ordu, Amasya, Tokat) bulunan 5 ilde BTV
seroprevalansint %3 olarak bildirmislerdir (105). Duman ve ark. Konya
bolgesinde BTV antikor oranini %4,68 ve antijen oranini ise %1.56 olarak
raporlamiglardir (109). Ataseven ve ark. Dogu ve Giineydogu Anadolu illerinde
kegilerde BTV antikor oranin1 14,5 kaydetmislerdir (106). Bulut ve ark Konya
ve Burdur illerinde seroprevalansi sirasiyla %17,1 ve %1,5 (103) olarak raporlar

iken Bolat, Dogu ve Giineydogu Anodolu Bdlgesinde (Elazig, Diyarbakir ve
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Sanlwurfa, Gaziantep, Kayseri, Mus, Van ve Tunceli) bulunan illerde yetistirilen
koyunladan alinan kan serumlarinda BTV seroprevalansmi %21,32 olarak
bildirmiglerdir (100). Giir, yaptig1 calismada Ceylanpmar c¢iftliginde bulunan
koyunlarda seropozitifligi %29,5 olarak belirlemistir (104). Oztiirk ve ark. Konya
Merkez Hayvancilik Arastirma Enstitiisiinde bulunan koyun kan serumlarinda
%36,04 seropozitiflik tespit etmislerdir (102). Ertiirk, farkli illerde yetistirilen
koyunlarda %34,4 BTV seropozitifligi raporlamistir (73). Girgin ve Yongug,
Aydm, Izmir, Balikesir, Canakkale illerinde koyunlarda seroprevalansi %46
olarak belirlemislerdir (101). Azkur ve ark. (77), Kirikkale ilinde koyunlarda
seropozitifligi  %49,8 Ozgiinlik ve Cabalar ise Sanlwrfa ilinde koyunlarda
seropozitifligi %87,50 olarak tespit edilmistir (107). Yaptigimiz kaynak
taramalar1 sonucunda, Marmara Bolgesinde koyunlarda BTV’ye yonelik bir
calisma tespit edilememistir. Yapilan tezde ELISA c¢alismasi sonucunda BTV
seropozitiflik oran1 %38,7 olarak saptanmustir.

Tirkiye’de koyunlarda BTV virus prevalansina dair az sayida calisma
rapor edilmistir (77, 109). Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda Duman ve ark.
Konya bolgesinde koyunlarda antijen pozitifligi oranini %1,56 olarak tespit
etmislerdir (109). Azkur ve ark. Kirikkale ilinde koyun kan 6rneklerinden nested
PCR ile  %2,87 oraninda BTV niikleik asit pozitifligi belirlemislerdir (77).
Mevcut tezde calisilan klinik orneklerin hi¢ birinde BTV RNA’s1 tespit
edilememistir.

Mevcut tezde BTV seropozitiflik oran1 %38,7 olarak saptanmustir. Ornek
alman hayvanlarin asisiz olmasi dikkate aldindigi zaman, daha onceki yillarda

bolgemizde BTV’ye hayvanlarin maruz kaldigi sonucu ¢ikarilmaktadir. Ancak
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mevcut tezde %38,7’lik bir seropozitiflige karsin, RT-PCR teknigi ile virus varligi
tespit edilememistir. Arbovirus enfeksiyonlar1 arasinda yer alan BTV
epidemiyolojisi  konak-vektor-iklim-serotip  dongiisiine dayanmaktadir (91).
Subtropik iklim kusaginda yer alan iilkemizde yillik 1si-nem ve yagmur
ortalamalar1 6zellikle bati, kuzey ve dogu kesimlerinde yiiksektir (91). Bu iklim
yapisina bagh olarak Tiirkiye’de vektor aktivitesi Mart-EKim arasindaki genis
zaman diliminde goriilebilmektedir. Bu tezde koyunlarda yiiksek seropozitiflik
tespit edilmesine ragmen viral niikleik asidi tespit edilememesinin muhtemel bir
nedeninin, arastirmada kullanilan abort ve neonatal materyallerinin 6nemli bir
kismmimn (2012 yilinda %60, 2013 yilinda %63), Marmara Bolgesinin iklim
kosullarina bagli olarak, vektér aktivitesinin goriilmedigi kis déneminde
alinmasmdan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica BTV enfeksiyonunun
akut bir enfeksiyon olmasini ve drneklerin klinik hasta koyun veya bu koyunlarin
yavrularindan  almmamasmin  da  diger bir sebep  olabilecegini
degerlendirmekteyiz. Seroprevalanstaki yliksek diizeyin ise BTV hastaligini
atlatan hayvanlarda antikorlarin 2 yila kadar saptanabilmesinden kaynakli
olabilecegini diisinmekteyiz (73, 100). Sonug olarak, bu arastirmada tespit
edilen %38,7 oranindaki seropozitiflik nedeniyle Marmara Bdlgesinde BTV un
zaman zaman sirkiilasyonda bulunan bir virus oldugu kanaatine varilmistir.
Ancak, bu konuda daha giivenilir sonuglar i¢in takip eden yillarda da benzer
calismalarin tekrar1 onerilmektedir.

Mavidil virusu gibi insekt vektor kaynakli olan ve abortlarin diger bir
onemli viral etkeni olarak kabul edilen AKAV enfeksiyonunun Diinya’da genis

bir cografyada varhig: bildirilmistir. 1972-77 yillar1 arasinda Japonyada meydana
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gelen salginlarda 42.000 sigirin etkilendigi, bunlardan %37’sinin abort ve
prematiire dogum , %22 sinin 6lii dogum , %41 inin ise kongenital AH sendromlu
buzagi dogumu ile sonuglandigi, bu salginlarda olusan ekonomik kaybin ise
yaklasik 20.000.000 Amerikan dolarina esdeger oldugu bildirilmistir (117).
Mohamed et al. Sudan’da AKAV seroprevalansinin koyunlarda %27, kegilerde
%36 ve sigirlarda %47 oldugunu rapor etmislerdir (118). Qiao et al. Cin’de
koyunlarda %18,15 ve sigirlarda %19,6 seroprevalans tespit etmislerdir (119).
Benzer bir ¢aligmada ise, Afaleq et al. Arabistan’da koyun ve kegilerde %17,
sigirlarda %49 oraninda seroprevalans varligini kaydetmiglerdir (120).

Akabane enfeksiyonunun Tiirkiye’deki varligi ilk defa Urman ve ark.
tarafindan Aydin ili ve ¢evresinde AH sendromlu buzagilarda hastaligin klinik
ve patolojik olarak bildirmeleri ile ortaya konulmustur (121). Sonraki yillarda,
Yongu¢ ve ark. AH sendromlu buzagilarda AKAV spesifik antikor tespitini,
Haziroglu  ise Akdeniz Boélgesinde anomalili buzagilarda patolojik olarak
Akabane enfeksiyonu teshisini gergeklestirmistir (122, 123). Akabane
enfeksiyonuna yonelik ilk genis kapsamli serolojik arastirma, Mellor ve ark.
tarafindan Giiney, Giineydogu ve Bati Anadolu Bolgelerindeki sigirlarda
gergeklestirilmistir. Bu c¢alismada enfeksiyonun sigirlardaki seroprevalansini
%12,3 olarak bildirmislerdir (124). Karaoglu ve ark. Trakya bolgesinden bes
ile baglh 21 il¢e/kdyden 6rnekledikleri toplam 557 sigir kan serumlarinda Akabane
enfeksiyonu seropozitifligini %0,14 olarak bildirmislerdir (76). Ozgiinliik ve ark.
4 farkl siit sigircilig1 isletmesindeki degisik yaslardan 288 sigirdan alman kan
serum Orneklerinde Akabane virus seropozitifligini %9,72 olarak belirtmislerdir

(125). Giineydogu Anadolu Bolgesinde 9 il ve 1 kamuya ait igletmede yetistirilen
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sigirlarda yapilan diger bir ¢alismada ise halk elindeki hayvanlarda %12,90-34,78;
kamuya ait isletmede ise %27,98 seropozitiflik tespit edilmistir (108). Yapilan
aragtirmalar incelendiginde Akabane enfeksiyonu ile ilgili Tiirkiye’deki
calismalarm ¢ogunun sigirlarda oldugu anlasilmaktadir. Ulkemizde koyunlarda
AKAV’a yonelik az sayida ¢alismaya rastlanmistir (105, 126). Albayrak ve Ozan
yaptiklar1 ¢calismada, Karadeniz Bolgesinde yer alan 5 ilde (Samsun, Sinop, Ordu,
Amasya ve Tokat) bulunan 200 koyun orneginde ELISA testi ile Akabane
enfeksiyonunun seroprevalansini koyunlarda %0,5, sigirlarda ise %22 olarak
rapor etmislerdir (105).

Mevcut tezde, Marmara Bolgesini yansitacak sayida (1200) koyun
orneginden AKAV’a karsi oldukga diisiik oranda (%0,08) seroprevalans tespit
edilmistir. Ayrica abort ve postnatal 6rneklerle gerceklestirilen RT-PCR ¢aligmasi
neticesinde, test edilen hicbir 6rnekte viral etken varligma rastlanmamistir. Bu
bulgular 1518inda, AKAV’un Marmara Bdlgesinde goriilen abort ve postnatal
olgularma sebep olabilecek muhtemel viruslardan biri olmadigi kanaatine
varilmistir.

Sonug olarak, mevcut tezde calisilan {i¢ virus igin, Marmara Boélgesinde
abortlar ve postnatal 6liimlerde pestiviruslarin yiliksek prevalansi tespit edilmistir.
Bu sonuclar dikkate almarak, Marmara Bdlgesinde pestiviruslara karsi asilama
basta olmak lizere diger kontrol-miicadele metotlarinin ivedilikle uygulanmasini
onermekteyiz. Ayrica, bu yliksek prevalansin sebepleri lizerinde durulmasi ve
aydmlatilmasinin 6nemli oldugunu diisinmekteyiz. Pestiviruslara ilave olarak,
seroprevalansi dikkate alindiginda, BTV’unun ise ileriki yillarda takibinin faydali

olacagi kanaatini tagimaktay1z.
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