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OZET

KARADENIZ BOLGESI’NDEKI RUMINANTLARDA BORDER
DISEASE EPIDEMIYOLOJISI

Amag: Bu tezin amaci Karadeniz Bolgesi’'nde koyun ve kegilerde BDV verilerini
giincellemek, Tiirkiye’ de ilk kez sigirlarda BDV’ nin prevalansini ortaya koymak ve
bolgede sig1r, koyun ve kegilerde sirkiile olan genotipi tespit etmektir.
Materyal ve Metot: Bu tez kapsaminda 2015-2017 yillar1 arasinda Samsun Veteriner
Kontrol Enstitlisii Miidiirliigli’ne bolge illerinden gonderilen 100 adet koyun, 20 adet
kegi ve 193 adet sigir abort materyali BDV yoniinden ELISA ve RT-PCR teknigi ile
incelenmistir.
Bulgular: Yapilan Ag-ELISA sonucu sigirlarda %50,26 (97/193), koyunlarda %58
(58/100) ve kegilerde %55 (11/20) oraninda pestivirus yoniinden pozitiflik tespit
edilmistir. Ayn1 6rneklerde BDV problari kullanilarak yapilan Real Time RT-PCR testi
sonucu sadece 1 adet koyunda (%1) BDV pozitif tespit edilmis olup 324/326 panpesti
primerleri ve PBD1/PBD2 BDV spesifik primerleri ile yapilan konvansiyonel RT-PCR
ile 3 adet koyunda (%3) ve 1 adet sigirda (%0,52) BDV pozitif sonug¢ elde edilmistir.
Kegilerde ise pozitiflik belirlenmemistir. Ayrica RT-PCR ile koyun abortlarindan
pozitif bulunan orneklerden yapilan filogenetik dizi analizi sonucunda incelenen
bolgede sirkiile olan 2 farkli genotip (BDV-3 ve BDV-7) oldugu da ortaya konmustur.
Ancak sigirdan elde edilen pozitif 6rnek, filogenetik dizi analizi sonucunda BVD-1
olarak belirlenmistir.
Sonug¢: Bu tez ¢alismasi sonucunda sigirlarda pestivirus varlig arastirilirken BDV’nin
de dikkate alinmasi gerektigi goriilmektedir. Abort materyallerde pestiviruslarin
tespitinde Ag-ELISA testi yerine daha duyarli bir test olan RT-PCR ydnteminin
kullanilmast 6nem arz etmektedir. Yerli suslarimiz kullanilarak yapilacak primer ve
probe dizayni ile yeni bir Real-Time RT-PCR panelinin optimize edilmesine ihtiyag
oldugu da bu ¢aligmadan ¢ikarilacak bir diger 6nemli sonugtur.

Anahtar Kelimeler: Abort; BDV; Karadeniz Bolgesi; keci; koyun; sigir

Ayhan AKMAN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Haziran-2019



ABSRACT

BORDER DISEASE EPIDEMIOLOGY IN RUMINANTS IN THE
BLACK SEA REGION

Aim: The aim of this thesis is update the BDV data in sheep and goats in the Black Sea
region, determine the prevalence of BDV in cattle for the first time in Turkey and
identify the genotype circulated in cattle, sheep and goats in the region.
Material and Method: For this purpose, 100 sheep, 20 goats and 193 cattle abort
materials sent from the regional provinces to Samsun Veterinary Control Institute
between 2015-2017 were analyzed in terms of BDV by ELISA and RT-PCR technique.
Results: The results of Ag-ELISA were found to be positive for cattle with a rate of
50.26% (97/193), in sheep with 58% (58/100) and in goats with a rate of 55% (11/20) in
terms of pestivirus. RealTime RT-PCR test was performed with the same samples by
BDV probes, and BDV positive was detected in only 1 sheep (1%) and 324/326 panpest
primers and PBD1 / PBD2 were performed with conventional RT-PCR in 3 sheeps
(3%). and BDV positive result was obtained in 1 cattle (0.52%). No positivity was
determined in goats. In addition, two different genotypes (BDV-3 and BDV-7) were
found to be circulated in the investigated area as a result of phylogenetic sequence
analysis performed with samples found positive from sheep abortions by RT-PCR.
However, the positive sample obtained from cattle was determined as BVD-1 after
phylogenetic sequence analysis.
Conclusion: As a result of this study, it is seen that BDV should be taken into
consideration while searching for the presence of pestivirus in cattle. In the detection of
pestiviruses in abort materials, it is important to use the RT-PCR test which is a more
sensitive test rather than Ag-ELISA test. Another important result of this study is the
need to optimize a new Real-Time RT-PCR panel with primary and probe design using
our native strains.

Key Words: Abort; BDV; Black Sea Region; cattle; goat; sheep

Ayhan AKMAN (Ph. D. Thesis)

Ondokuz Mayis University — Samsun, June — 2019
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1. GIRIS

Border disease virusu (BDV) Flaviviridae ailesi igerisinde yer alan bir
Pestivirus’tur ve Klasik domuz vebasi virusu (CSFV) , Bovine viral diarrhea virusu
(BVDV) ile yakin iligkilidir. Resmi olarak taninan dort tiir vardir; CSFV, BVDV tip 1
ve 2 ve de BDV (ICTV, 2016). CSFV baskin bir sekilde domuzlar ile sinirli iken, diger
ic tlrlin tamam1 koyunlarda tespit edilmistir. Diger tiirlerden ayr1 olarak yetistirilen
koyun ve kegilerin bulunduklar1 bolgelerde izolatlarin ¢ogu BDV olarak identifiye
edilirken, kiigiik ruminantlarla sigirlar arasinda yakin temasin oldugu bolgelerde BVDV
siklikla identifiye edilebilir (Carlsson, 1991; Vilcek ve ark., 1997). Nadiren sitopatik
BDV izole edilse de, ¢cogu kez nonsitopatik BDV izole edilmektedir (Vantsis ve ark.,
1976).

BDV vertikal ve oro-nasal yolla koyunlar arasinda dogal bir sekilde yayilir.
Koyun ve kegilerde konjenital enfeksiyonun baslica bir nedenidir. Ancak akut ve
persiste enfeksiyona neden olabilir (OIE, 2017). Koyun, ke¢i ve Pirene dag kegilerinden
elde edilen BD viruslarinin birkac¢ genotipi tanimlanmisitir. Niikleotid sekans analizleri
kullanilarak yapilan filogenetik analizler, BD viruslar1 arasindaki genetik cesitliligin
diger pestivirusgenotiplerinin her birinden daha fazla oldugunu goéstermektedir. Tunus
koyunu ve bir kegiden elde edilen pestivirusgenotiplerinin yani sira BDV’nin sekiz
farkli genotip tanmimlanmustir (Becher ve ark., 2003; Vilcek ve Nettleton, 2006;
Peterhans ve ark., 2010; Vilcek ve ark., 2014; Peletto ve ark., 2016). Bu suslar yetigkin
hayvanlarda klinik belirti, abort oran1 ve konjenital anomaliler bakimindan virulans
farkliliklar1 gosterirler (Chappuis ve ark., 1984; Nettleton ve ark., 1992; Bethune, 2015).
Ruminant pestiviruslari olarak bilinen BVD’ye sebep olan BVDV ve BD’ye sebep olan
BDV ortak antijenik 6zelliklere sahiptir (Schweizer ve Peterhans, 2014; Braun ve ark.,
2015).

BVDV tiim diinyada sigirlarda yaygin ve ekonomik énemi olan bir patojendir
(Walz ve ark., 2010; Schweizer ve Peterhans, 2014). BDV enfeksiyonlarinin da diinya
capinda meydana geldigi ve kiiciik ruminant populasyonunda 6nemli kayiplara neden
oldugunu bildirilmistir (Arnal ve ark., 2004; De Mia ve ark., 2005; Thabti ve ark., 2005;
Valdazo-Gonzalez ve ark.; 2007). Tiirkiye’de yakin bir gegmise kadar BDV ve BVDV
ayrimi yapilmaksizin ortak antijene karsi hazirlanmis pestivirus ELISA kitleri ile

yapilan pestivirus ¢alismalarinda %0,93-74,38 araliginda pestivirus varlig: bildirilmistir



(Cokgaligskan, 2000; Burgu ve ark., 2001; Ataseven ve ark., 2006; Okur Gumusova ve
ark., 2006; Yazici ve ark., 2012).

BDV, koyun ve keg¢i populasyonlari i¢in 6nemli bir risk olusturmanin yani sira
s181r populasyonlarinda da saptanmis ve O’Neill ve ark. (2004) Irlanda’da, Lunden ve
ark. (1992) Isveg’te, pestivirus bulasinin biiyiik dlgiide sigirlardan koyunlara gectigini
belirtmiglerdir. Carlsson (1991) ise gebe koyunlarin BVDV PI (persiste enfekte)
buzagilara maruz kalmasindan dolay1 iki BDV salgini tespit etmis ve bu tiir bir ¢apraz-
tiir gecisini deneysel olarak yeniden ortaya koymustur. BVDV-2’ nin ise dort Ispanyol
koyun siirisiinde abort salginlarinin nedeni olarak tanimlanmistir (Elvira-Partida ve
ark., 2017).

Ayrica enfeksiyonun koyunlardan sigirlara bulasarak abort, persiste
enfeksiyonlar ve infertiliteye neden oldugu da bildirilmistir, hatta BVDV’ nin eradike
edilebilmesi i¢in sigirlarda BDV varliginin belirlenmesinin gerekliligi de vurgulanmistir
(McFadden ve ark., 2012).

Border disease, genellikle kuzularda diisiik yasam sans1 ve dogum agirlig1 olan
yavru dogumlari, kopek kili goriinimii ve tremorlarla karakterize kongenital
hastaliklara neden olmaktadir (Monies ve ark., 2004). Hastalik ke¢i yavrularinda da
kuzulardakine benzer viicutta tremorlar, sigrama ve yiirimede zorluklar ile karakterize
klinik semptomlar meydana getirmektedir (Loken ve ark., 1982). Cin’de ishalli kegi
yavrularinin barsak numunelerinde de BDV varligi tespit edilmistir (Li ve ark., 2013a).
Ayrica, BDV enfeksiyonunun gebe kegilerde de abort, fotusta ve yeni doganlarda
malformasyonlarla sonu¢landigi bildirilmistir (Depner ve ark., 1990; Wohlsein ve ark.,
1992).

Bu tez caligmasinin amaci Karadeniz Bolgesi’nde sigir, koyun ve kegilerde
BDV prevalansin1 ELISA ve RT-PCR testleri ile ortaya koymak, bolgede sirkiile olan
genotipi belirlemek ve abort olmus fotiislarda Ag-ELISA ve RT-PCR uygulamasini

karsilastirarak etkinligini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Border disease, BDV’nin neden oldugu koyun ve kecilerin 6nemli bir viral
enfeksiyonudur. BD ilk olarak 1959 yilinda Galler ve Ingiltere arasindaki smir
bolgesindeki koyunlarda bildirilmistir (Hughes ve ark., 1967). Enfekte koyun
stiriilerinde baslica klinik belirtiler kisirlik, abort, erken dogum, zayif ve giigsiiz kuzu
dogumlaridir. Etkilenen kuzularda tremor, anormal viicut sekli ve ‘Hairy Shaker
Sendromu’ ( kopek kili goriiniimii veya karisik tiiylii goriiniim) gézlemlenmektedir. Bu
nedenle bu hastalik ‘Hairy Shaker Hastaligi’ olarak da tanimlanmaktadir. Kuzularin
intrauterin enfeksiyonlari abort ve erken dogumun yani sira merkezi sinir sistemi (MSS)
hipomyelinasyonu ve Pl hayvanlarda Hairy Shaker Sendromu olan kil tabakasinin
anormal olusumuna neden olabilmektedir (Nettleton ve ark, 1992; Nettleton ve ark.,
1998). BD diinya ¢apinda yaygin bir hastalik olup koyunlarda prevalans oranlari tilkeler
arasinda ve iilkelerde bolgeden bolgeye %5’ten %50’ye kadar degisiklik gostermektedir
(Nettleton ve Willoughby, 2010). Vertikal bulasma bu hastaligin epidemiyolojisinde
onemli bir rol oynamaktadir. Fotlistin enfeksiyonu PI kuzularin dogumu ile
sonuclanabilir. Bu PI kuzular viremik, antikor negatif ve siirekli olarak virusu sacarlar.
Kegilerde enfeksiyonun asil belirtisi olan abortlar daha az goriilmektedir (OIE, 2017).

Bir koyun siiriisiinde MSS ve yapagidaki konjenital anomaliler, zayif kuzularin
dogumu, erken dogum, abort, yiiksek kisirlik oranlarmin varligt ve enfeksiyoz
hastaliklarin normalden daha yiliksek oranlarda seyretmesi BD igin potansiyel
indikatorlerdir. Hairy Shaker Sendromu’nun yoklugu ovine pestivirus enfeksiyonu
ihtimalini ortadan kaldirmaz (Bonniwell ve ark., 1987).

BD diinyanin bazi bélgelerinde 6zellikle koyun, kegi ve sigirlarin arasinda
daha yakin temasin oldugu yerlerde BVDV nin neden oldugu hastaliklardaki ayni klinik
belirtileri gosterir. Bu nedenle BDV ve BVDV arasindaki genetik ve antijenik farklari,
hastalik salginlar1 arastirilirken veya uluslararasi transferde gen kaynaklar1 ve hayvanlar
sertifikalandirilirken dikkate alinmasina gerek vardir. Viremik PI hayvanlarin tespit
edilmeleri 6nem arz etmektedir. Bunun sonucunda pozitif tespit edilen hayvanlar

damizlik ve ticari amagli kullanilmayacaklardir (OIE, 2017).



2.1.  Etiyoloji

2.1.1. Simflandirma

BDV Flaviviridae ailesi igerisinde Pestivirus genusuna dahil olup helikal
simetrili, zarfli, pozitif anlamh tek iplik¢ikli RNA (+ssRNA) virusudur. BDV’nin yam
sira, Pestivirus genusu, ¢iftlik hayvanlar hastaliklarindan sorumlu olan {i¢ tiiri de
(BVDV-1, BVDV-2 ve CSFV) igermektedir (Paton, 1995). Bu viruslar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik karakteristikleri acisindan ortak 6zelliklere ve kismen de ortak
antijenlere sahiptirler. Bu viruslarin tiirler arasinda enfeksiyona neden olduklar teyit
edilmistir. Pestiviruslara karsi olusan antikorlar sigir, koyun ve keginin de dahil oldugu
kirktan fazla ruminant tiiriinde tespit edilmistir ve tiirler aras1 enfeksiyon gegisleri de
gozlemlenmistir (Hamblin ve Hedger, 1979).

Tarihsel olarak, Pestivirus genusu igerisinde yer alan viruslar konaker tiirii
orijinlerine gore isimlendirilmis ve siniflandirilmistir. BDV konakgilar1 koyun ve
kegiler olup BVDV-1 ve BVDV-2 sigrr tiirii ile iligkilidir. CSFV ise domuzlar1 enfekte
etmektedir (Becher ve ark., 1997). Onceki smiflandirma sisteminin ciddi sinirlamalari
vardi ve pratik uygulamalarda yetersiz kalmaktaydi. O nedenle daha sonra
pestiviruslarin tiirler arasindaki capraz enfeksiyonlar1 kolay bir sekilde tespit
edilebilmistir. Bu durum, kontamine fotal dana serumundan tespit edilen, sigir kaynakl
‘Hobi-like’ pestiviruslarinin dahil oldugu bir¢ok siniflandirilmamis pestiviruslarin son
yillarda kesfedilmesi ile agikga ortaya konulmustur (Schirrmeier ve ark., 2004;Stalder
ve ark., 2005; Stahl ve ark., 2007; Mao ve ark., 2012). Ayrica bunlara antiloptan tespit
edilen pestivirus ile domuzdan tespit edilen Bungowannah virusu da 6rnek gosterilebilir
(Vilcek ve ark., 2005; Kirkland ve ark., 2007).

Pestiviruslarin ~ genotiplendirilmesi  ve  filogenetik analizi  pestivirus
gruplandirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Tiplendirme, orijinal viruslarin
siniflandirilmas1 ve bu viruslarin evrimsel ge¢misinin agiga ¢ikarilmasi igin g¢ok
onemlidir. GenBank’tan NP ve/veya 5’UTR (untranslated region) bolgelerinin
sekanslarinin filogenetik calismalar1 temel alindiginda, BDV izolatlar1 sekiz filogenetik
gruba ayrilmaktadir (Strong ve ark., 2010; Giammarioli ve ark., 2011; Peterhans ve ark.,
2010). BDV-1 ABD, Ingiltere, Avusturalya ve Yeni Zelanda’ da bir koyundan izole
edilmistir (Becher ve ark., 1994; Sullivan ve ark., 1997; Vilcek ve ark., 1997; Vilcek ve
ark., 1998). BDV-2, BDV-3 ve BDV-4 Avrupa’da, BDV-5 ve BDV-6 ise Fransa’da



izole edilmistir (Becher ve ark., 2003; Stalder ve ark., 2005; Krametter-Froetscher ve
ark., 2007, Dubois ve ark., 2008; Valdazo-Gonzalez ve ark., 2008). Cin’de koyun ve
kegilerden izole edilen dért BDV izolatt BDV-3 grubuna aittir (Li ve ark., 2013a; Liu ve
ark., 2013). BDV-7 ise Tiirkiye’den izole edilmistir (Oguzoglu ve ark., 2009). Son
olarak BDV-8 Isvigre ve Italya’da izole edilmistir (Peterhans ve ark., 2010; Peletto ve
ark., 2016).

Onceden BDV olarak diisiiniilen baz1 pestivirus suslar1 filogenetik 6zellikleri
esas almarak diger pestivirustiirleri igerisinde tekrar klasifiye edilmistir. Bunlardan biri,
Kore’de BD belirtileri gosteren kegiden izole edilmis bir pestivirusun BVDV-2 genotipi
olarak identifiye edilmistir (Kim ve ark., 2006). 1990’larda Italya’da BD benzeri
semptomlar gosteren kuzu ve oglaklardan izole edilen ve BDV olarak karekterizasyonu
yapilan birkag pestivirus sonrasinda BVDV-1 veya BVDV-2 olarak tanimlanmistir
(Buonavoglia ve ark., 1994;Pratelli ve ark., 2001). Ayrica, 2006-2008 yillar1 arasinda
Ingiltere’de sigirlarda pozitif olarak teshis edilen bes BVDV de BDV olarak klasifiye
edilmekte olup bunlarin ikisinin BDV-1a grubuna diger ti¢iiniin ise BDV-1b grubuna ait
olduklar1 bildirilmistir (Strong ve ark., 2010). Japonya’da domuzdan izole edilen
stipheli BVDV-1 izolatt FNK2010-1 BDV genotip 1 igerisinde gruplandirilmistir (Nagai
ve ark., 2014).

Onemli bir genotiplendirme metodu, pestiviruslarin 5’UTR sekanslar1 ve
palindromik niikleotid yer degistirimi ile analiz edilen onlarin ikincil yap1 varyasyonlari
temel alinarak yapilmaktadir. Giangasperoa (2011) 536 pestivirus susu bu yontem
kullanilarak incelemistir. Bunlardan 131 sus BDV tiirii olarak gruplandirilmistir ve
dahasi en az 8 genotip igerisinde siniflandirilmistir. Bu bilgiler temel alinarak Pestivirus
genusunun sayisal smiflandirilmast i¢in bir yazilim sistemi gelistirilmistir. 543
pestivirus izolatinin analizi, BVDV-1, BVDV-2, BVDV-3, CSFV, Amerikan antilobu,
ziirafa, Bungowannah, BDV-1 ve BDV-2’nin dahil oldugu 9 tiiriin ayrimina neden
olmustur. Ilging bir sekilde, BDV-1 olarak tiplendirilen 131 sus koyun, Pirene dag
kegisi, sigir, domuz, ren geyigi ve bizondan tespit edilirken, 5 BDV-2 susu koyun ve
kegilerden tespit edilmistir (Giangasperoa ve ark., 2013).

Antijenik tiplendirme de BDV suslarinin gruplandirilmasinda kullanilmaktadir.
Tipik olmayan iki domuz pestivirusunun (CSFV ve BVDV i¢in spesifik monoklonal
antikorlar [mAbs] ile daha diisiik reaksiyon) dahil oldugu 18 BDV susu, BDV



proteinleri olan E2, E™ ve NS2-3 proteinlerine karsi meydana gelen mAbs ile 3 gruba
ayrilmistir(Giammarioli ve ark., 2011). 4 italyan BDV izolati, BDV-1 ve BDV-5 suslari
ile iligkili olarak capraz reaksiyonu bilinen mAbs ile tanimlanmis ve gruplandirilmstir.
Ancak bu dort izolat BDV, BVDV ve CSFV’nin antijenik karakterizasyonu i¢in E2,
E™, NS2-3’e¢ karsi olusan mAbs’lerin farkli durumu ile degisken reaksiyon da
gostermektedir (Paton ve ark., 1994; Jiang ve Li, 2016).

2.1.2. Genom ozellikleri

BDV-1, BDV-2, BDV-3, BDV-4, BDV-5 ve BDV-7 genotiplerinin tam genom
sekansi belirlenmistir (Becher ve ark., 1998; Avalos-Ramirez ve ark., 2001; Liu ve ark.,
2013; Rasmussen ve ark., 2010; Vilcek ve ark., 2010; Vilcek ve ark., 2014). Tam
sekansi bildirilen BDV suslari, Pestivirus genusunun diger tiirlerine benzer olarak tek
iplik¢ikli pozitif anlamli yaklasik 12,3 kb uzunlugunda olan bir RNA genomunu igerir.
Genomun 3’ terminal ucu sadece poliadenilasyon noktasi olmayip ayn1 zamanda kisa
bir poly(C) bolgesi ile sonlanir. Translasyon baslangicini kontrol etmek i¢in 5° ucunda
internal ribozomal giris bdlgesi vardir. Hairy Shaker Sendromu goriilen bir kuzudan
izole edilmis ilk sekansi yapilan BDV susu BD31’in genomu 12.268 niikleotid (nt)
uzunlugundadir ve 357. niikleotidden baslayan 11.688 nt tek bir acik okuma bdlgesine
(ORF) sahiptir (Ridpath ve Bolin, 1997). BDV susu Aveyron 12.284 nt’dir ve 370 nt
uzunlugunda olan 5° UTR ve 214 nt uzunlugunda olan 3° UTR ile 11.700 nt
uzunlugunda bir ORF bolgesini icerir (Vilcek ve ark., 2014). Tek bir ORF 3.899
aminoasit (aa) uzunlugunda bir viral poliproteini kodlar. Japon BDV-1 susu FNK2012-1
11.685 nt uzunlukta ORF bolgesi olmakla beraber 12.327 nt icermektedir (Nagai ve
ark., 2014). Pirene dag kecisinden izole edilmis ve BDV-4 olarak tiplendirilmis H2121
BDV susunun genomu, 76 nt uzunlugunda 5> UTR ve 229 nt uzunlugunda 3* UTR ile
3.899 aa kodlayan bir ORF bolgesini de kapsayan 12.305 nt uzunluguna sahiptir (Vilcek
ve ark., 2010). Poliprotein igerisinde sirasiyla (N terminal ucundan C terminal ucuna)
dizilmis viral proteinler; NP°, C, E™ (E0), E1, E2, p7, NS2-3 (NS2, NS3), NS4A,
NS4B, NS5A ve NS5B’dir. Bu poliprotein hiicresel ve viral proteazlar tarafindan dort
yapisal proteine ayrilmistir. Bunlar niikleokapsid protein (C) ve li¢ zarf glikoproteini
(E™, E1 ve E2) olup ayrica en az 8 adet yapisal olmayan proteinler (NP, p7, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) de mevcuttur (Wiskerchen ve Collet, 1991; Xu ve
ark., 1991; Vilcek ve ark., 2014) . Glikoproteinlerden E2 biiylik immunodominant zarf



proteinidir ve hayvanlarda biiyiik nétralizasyon antikor cevabina neden olur (Li ve ark.,

2013b; Jiang ve Li, 2016).
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Sekil 1.Pestiviruslarin genomik organizasyonu(Newcomer ve Givens, 2013’ten)

NP': polyproteinden kendi kendini ayrilir ve konakgr interferon tiretimini engeller.

C: viral RNA’y1 sarmalayan bir niikleokapsid proteinidir.

E™: antikorlar1 uyaran bir zarf riboniikleazidir.

El: nétralizan antikorlar1 uyarmayan bir zarf glikoproteinidir.

E2: nétralizan antikorlar1 uyaran bir zarf glikoproteinidir.

P7: fonksiyonu bilinmemektedir.

NS2-3 nonsitopatik suglara yapismis olarak kalan yapisal olmayan bir proteindir

NS2: bir ¢inko eklentisi ve hidrofobik bolgeyi kapsayan olduk¢a degisken bir proteindi.

NS3: sitopatik etkiyle sonuglanan hiicresel apoptozisi uyaran immunojenik bir proteindir. Bu
protein serin proteaz ve RNA helikaz alanini igerir.

NS4A: boliinme igin gerekli olan serin proteaz (NS3) kofaktdriidiir.

NS4B: bir replikaz komponentini igerdigi varsayilmaktadir.

NS5A: bir replikaz komponenti igerdigi diisiiniilen fosforlanmis bir proteindir.

NS5B: RNA bagimli RNA polimeraz enzimidir.

Bu genom, 12 olgun proteinle sonuclanan post-translasyonal siirecine bagimli tek bir polipepdtid

kodlar. Nt: niikleotid, UTR: untraslated region

BDV suslarmin iki biyotipi vardir. Hiicre kiiltiirlerinde etkileri sayesinde
sitopatojenik (cp) ve non-cp olarak identifiye edilmistir (Vantsis ve ark., 1976; Laude
ve Gelfi, 1979; Nettleton ve ark., 1992). BDV Cumnock ve BDV Moredun olarak



adlandirilan iki cp BDV izolati molekiiler seviyede analiz edilmistir. Non-cp viruslar ile
birlikte enfekte hayvanlardan bu iki virus da izole edilmistir (Vantsis ve ark., 1976;
Becher ve ark., 1996). Bir hayvandan izole edilen cp ve non-cp viruslar antijenik olarak
yakin iligkili bulunmuslardir. Bylece BVDV sistemine benzer olarak, cp ve non-cp
Cumnock viruslarinin yani sira ¢cp ve non-cp Moredun viruslari, virus ¢iftleri olarak
dikkate alinmistir. RT-PCR ile yapilan genom analizleri, cp viruslarin non-cp virus
mutantlarin1 yansittigini gosteren olgularda her ciftin iiyeleri i¢in % 99 niikleotid sekans

benzerligini ortaya koymustur (Becher ve ark., 1996; Jiang ve Li, 2016).
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Sekil 2. iki cp BDV CP Cumnock ve CP Moredun, BVDV NADL ile non-cp pestivirusun genom
organizasyonunun sematik gosterimi (Kirkland ve ark., 2007°den). Cp genomlarinda NS2-3
kodlama bolgesi igerisinde hiicresel sekanslar yerlestirildi. Eklentilerin uzunlugu gosterildi.

Eklenti bolgeleri BVDV SD-1’in aminoasit sekansina gére numaralandirildi.

Non-cp viruslardan farkli olarak cp viruslardaki ilave bolgeler NS2-3
genlerinde identifiye edilmistir. ilgili sekanslar non-cp izolatlarm genomlarinda yoktur.
S6z konusu ilave sekans cp BDV Moredun RNA’sinda 333 nt uzunlugunda iken cp
BDV Cumnock susunda 387 nt uzunlugundadir ve bu bolgeler NS2’nin C-terminal
bolgesini kodlayan 6zdes bir genomik bdlgedeki konak hiicresel komponentlerden
gelmektedir (Becher ve ark., 1996). BDV-4 izolat1 Chamois-1 NS2’yi kodlayan genin
N-terminal ucunda 4 ek aa (AEVG) eklentisine sahiptir ve sitopatik efekt (CPE)
olmaksizin gelisim gosterir (Vilcek ve ark., 2010). BDV-5 susu olan Aveyron da
NS2’nin C-terminal bolgesinde dort aa’i (KAPD) kapsar ve CPE fonksiyonuna sahiptir



(Vilcek ve ark., 2014). Bu iki virus Western blot analizine bagli olarak diger BDV
suslarindan daha fazla miktarda NS3 proteini iiretirler (Vilcek ve ark., 2010; Vilcek ve
ark., 2014; Jiang ve Li, 2016) .

BDV suslarinin tiim genom sekanslarinin karsilagtirmasi gostermektedir ki;
BDV’nin farkli suslart BDV-7 disinda %75’den fazla niikleotid sekans benzerligini
paylasirlar. Bu oran CSFV suslari ile % 70-75, BVDV-1 ile % 67-70 iken BVDV-2 ile
% 67’den daha azdir (Liu ve ark., 2013; Vilcek ve ark. 1994). Ancak, pestiviral
proteinler benzer niikleotid sekanslarindan daha yiiksek ©zdeslige sahiptir. BDV
izolatlar1i, CSFV suslar1 ve diger pestiviruslarda gézlemlenenden daha yiiksek bir orana
sahip olan tam poliprotein sekanslarinda % 85 benzerlik gostermektedir (Vilcek ve ark.
2010). Pestiviruslarin viral proteinleri de degisik seviyelerde tiirdeslik gosterirler. E2,
p7 ve NS5A daha az korunan bdlgeler olarak ortaya ¢ikmaktadir. NS2 proteini konak
protein faktorlerinin eklenmesi nedeniyle cesitlilik gostermektedir (Becher ve ark.,
1998; Vilcek ve ark., 2010; Rosamilia ve ark., 2014).

2.1.3. Morfoloji

BDV partikiilleri Pestivirus genusunda yer alan diger viruslara oldukca
benzerdir. Olgun BDV virionu 20-25 nm ile yaklasik 40-60 nm ¢apa sahip ve genel
hatlariyla sirkiilerdir (Gray ve Nettleton, 1987). Virionlar viral genom RNA ile
baglanan kapsid proteinlerine (C) ek olarak {i¢ mebran proteinini (E™, E1, E2) kapsar.
Aktif yogunlugu sukroz gradyanda 1.115 g/ml kadardir (Vantsis ve ark., 1976). Virus
90 dakika boyunca 60 °C 1stya maruz kalmasi ile inaktif olur ve eter uygulamasina
duyarhidir (Gardiner ve ark., 1972). BDV izolatlar1 onlarin hiicre kiiltiirlerindeki
etkilerine gore iki cesit biyolojik fenotip gosterirler. Bircok BDV susu CPE meydana
getirmez. Ancak koyundan birkag cp BDV izole edilmistir (Vantsis ve ark., 1976;
Laude ve Gelfi, 1979). Fakat bunlardan birinin in vitro ortamda BVDV’den ayirt
edilemedigi belirlenmistir (Laude ve Gelfi, 1979). BDV suslar1 genel olarak koyun
primer hiicrelerinde ve hiicre hatlarinda (SFT-R) cogalabilirler ve genellikle BDV
izolatlarinin pasajlanmast bu hiicre hatlarinda gergeklesir (Oguzoglu ve ark., 2009).
Domuzdan izole edilen BDV Japon FNK2012-1 domuz primer hiicrelerinde ve hiicre
hatlarinda da ¢ogalabilir ancak sigir ve koyun hiicrelerinde daha iyi ¢ogalir (Nagai ve
ark., 2014; Jiang ve Li, 2016).



2.2.  Epidemiyoloji

BD enfeksiyonlar1 Tiirkiye dahil olmak iizere Avrupa, Hindistan, Japonya ve
Cin’in de dahil oldugu Asya, Kuzey Amerika, Avusturalya, Yeni Zelanda’da tespit
edilmistir (Oguzoglu ve ark., 2009; Nettleton ve Willoughby, 2010; Giangasper ve ark.,
2011; Li ve ark., 2013a). Yetiskin koyunlar arasinda antikor prevalans oranlari {ilkeler
ve bolgeler arasinda % 5-50 arasinda degiskenlik gostermektedir (OIE, 2017). Ornegin;
BDV varlign Kuzey Ispanya’daki 25 ticari siirii ciftliklerinin 8’inde pozitif olarak
belirlenmistir (%32) (Garcia-Perez, 2009), Japonya’da koyunlardan alinan 6rneklerin %
17,6’s1 (29/165) BDV yoéniinden seropozitif tespit edilmistir (Graham ve ark., 2001).
Seroprevalans, endemik olarak enfekte olan siiriilerde yashi hayvanlarda daha geng
hayvanlara kiyasla daha yiiksek olma egilimindedir (Berriatua ve ark., 2004).

Benzer klinik ve patolojik 6zellikler koyunlarda oldugu gibi BDV ile dogal
veya deneysel enfekte olan kegilerde de gozlemlenmektedir. Kegilerin BDV
enfeksiyonlar1 giderek artan oranda tespit edilmektedir. 1984 yilindaki Kanada’daki BD
enfeksiyonlarinin disinda kecilerdeki BD’nin serolojik arastirmalart kecilerin yaklasik
% 16’smin spesifik antikor reaksiyonu yoniinden pozitif oldugunu ve bolgeler arasinda
% 2,6 ile %45,5 arasinda degiskenligi bildirilmistir (Lamontagne ve Roy, 1984).
BVDV-1 ve BDV’yi kapsayan pestiviruslara karsi olusan bu spesifik antikorlar, 2006
yilinda Avusturya’nin dort bolgesinden 80 siiriide 549 kecide % 31,3 siirli prevalansi ve
% 11,5 bireysel prevalansa sahiptir (Krametter-Froetscher ve ark., 2006). Tirkiye’nin
Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde incelenen kegilerde BDV seropozitifligi %
63,6 olarak belirlenmistir (Ataseven ve ark., 2006).. Hollanda’daki 126 siitgli kegi
ciftliklerinden alinan 34 serum 6rnegi %32 siirii prevalansi ile BDV yoniinden % 27
pozitif bulunmustur (Orsel ve ark., 2009). Isvigre’de BDV yoniinden 382 koyun
siriisiinden alinan 5059 serum Ornegi yaklasik % 9,54, keci siiriisiinden alinan 503
serum Ornegi yaklasik % 6 pozitif tespit edilmistir (Danuser ve ark., 2009). Sunu da
belirtmek gerekir ki; dnceki serosorvey caligmalart BDV enfeksiyonlarindan BVDV
enfeksiyonlarmi ayirt etmede biiyiikk zorluklara sahipti. Kecilerden izole edilen daha
onceki tic BDV 5'UTR ve NP gen sekanslari ve tiplendirilmesi sayesinde BVDV-1
olarak tekrar siniflandirilmistir ve Kore’de bildirilen BD benzeri hastaliklarin BVDV-2
virus enfeksiyonlart oldugu dogrulanmistir (Becher ve ark., 1997; Kim ve ark., 2006).

Keci BDV enfeksiyonlarinin sadece birkag vakasi dogru bir sekilde identifiye edilmistir.
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Gebe kecilerde BDV’nin deneysel enfeksiyonlari 1975 ve 1987 yillarinda ortaya
konulmustur (Barlow ve ark., 1975; Loken, 1987). BDV ile dogal enfekte kegilerin ilk
vakasi 1982 yilinda olmustur (Loken ve ark., 1982). Norveg¢’te bes kegi siiriisiindeki
BD salgmina kontamine asilar neden olmustur (Loken ve ark., 1991). ishal ile
kegilerdeki BDV nin belirlenmesi ilk defa 2013 yilinda Cin’de dogrulanmistir ve BDV-
3 enfeksiyonu olarak siniflandirilmistir (Li ve ark., 2013a). Bir BDV-3 izolat1 da 2
Italyan kegi siiriisiinden elde edilmistir ve sirasiyla 67 keginin 61’inde ve 169 kecinin
38’inde pozitif antikor tespit edilmistir (Rosamilia ve ark., 2014).

2001°den beri BDV-4 enfeksiyonu ile iligkili hastalik salginlar1 dag kegilerinde
gdzlemlenmektedir. Bu enfeksiyon Fransiz ve Ispanyol Merkezi Pirene daglarinda dag
kegisi popiilasyonunda kayda deger bir azalmaya neden olmustur (Arnal ve ark., 2004;
Hurtado ve ark., 2004; Marco ve ark., 2007; Marco ve ark., 2009b). ispanya’min Val
d’Aran ve Pallars Sobira (VAPS) ve Cerdanya, Alt Urgell, Bergueda ve Solsonés
(CAUBS) bolgelerinde dag kegileri i¢in BDV yoniinden iki epidemiyolojik alan tespit
edilmis olup VAPS’deki endemik enfeksiyonlar sik sik BD salginlariyla sonuglanmais ve
dag kecilerinin sayisinda dnemli bir azalmaya neden olmus, CAUBS’taki daha diisiik
prevalans dag kegilerinin popiilasyonunda ¢ok daha hizli bir sekilde eski seviyesine
ulagsmasina izin vermistir (Fernandez-Sirera ve ark., 2012).

Sigirlar da dogal olarak BDV ile enfekte olmaktadirlar (Cranwell ve ark., 2007;
Strong ve ark., 2010) ve bu enfeksiyonlarin birgogu BVDV enfeksiyonlar ile
karigtirilmaktadir. Sadece sekanslama ve genotiplendirme metodlari sayesinde enfekte
sigirlardan alinan 6rneklerde BDV enfeksiyonlari kesin olarak belirlenebilir (Hornberg
ve ark., 2009). Sigir orijinli Avusturalya V/TOB izolati, antijenik olarak diger BVDV
izolatlarindan farkli bir BDV olarak genotiplendirilmistir (Becher ve ark., 1997). BVDV
belirtileri gosteren sigirlarda Birlesik Krallik’ta 2006-2008 arasinda BDV enfeksiyonu
teshisi konulmustur (Strong ve ark., 2010). Yeni Zelanda’da BDV’nin persiste
enfeksiyonu ayni yastaki saglikli hayvanlardan beden olarak daha kiigiik olan ve daha
yavag gelisen bir bogada tespit edilmistir (McFadden ve ark., 2012). Ancak, daha 6nce
seronegatif olan buzagilar arazide PI BDV’li koyunlarla i¢ i¢e olduklari zaman BDV bu
buzagilar1 enfekte etmektedir (Krametter-Froetscher ve ark., 2008; Braun ve ark., 2013).

Ayrica, PI koyun ve sigirlar arasinda direkt temas, virusun direkt oral inokulasyonundan
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daha kolay bir sekilde BDV tarafindan enfeksiyonun sekillenmesine olanak
saglamaktadir (Braun ve ark., 2014).

BDV enfeksiyonlarimin nadir vakalar1 diger ciftlik hayvanlar1 ve yabani
ruminantlarda kaydedilmistir. Domuzlar dogal olarak ve deneysel olarak BDV ile
enfekte olmaktadirlar. Viremi genellikle 2-10 giinliik postenfeksiyon doneminde tespit
edilir ve antikorlar postenfeksiyonun 14. giiniinden itibaren artmaya baslar. Hemorajik
lezyonlu domuzlardan izole edilen ilk BDV NP™ geni sayesinde genotiplendirilmistir
(Roehe ve ark., 1992). iki yeni BDV izolat1 biri Japonyada’ki Pl bir domuzdan digeri de
Ispanya’da olmak iizere izole edilmistir (Kawanishi ve ark., 2014; Rosell ve ark., 2014).

Japonya’da, BDV izole edilen domuz c¢iftliginde, CSFV enfeksiyonu ge¢misi
olmaksizin CSFV E2 grup antijenine kars1 domuzlarda yapilan sorvey calismasinda
>%58,5 seropozitiflik orani tespit edilmistir (Kawanishi ve ark., 2014). Ayrica, 2003
yilinda bir BDV izolat1 da hayvanat bahgesindeki ren geyigi ve bizondan elde edilerek
karekterize edilmistir (Becher ve ark., 2003).

2.3. Bulasma

BDV genellikle konakg1 disindaki ¢evresel kosullara hassastir ve ¢ok uzun stire
canliligini siirdiiremez. Duyarli koyun siiriilerine BDV i¢in iki bulasma yolu vardir.
Bunlar vertikal ve horizontal bulasmadir (Shaw, 1971; Gardiner ve Barlow, 1981).
Direkt temas (beslenme veya oral-nasal yol) enfekte hayvanlardan virusun sagilimi
sayesinde kolay bir sekilde horizontal bulasmay1 hizlandirir. Vertikal bulagsma plasenta
sayesinde olur ve hayvanlar i¢in daha hayati 6neme sahiptir. Cilinkii bu durum
olgunlasmamis immun sisteme sahip fotiisler virus ile enfekte olurken belirli gebelik
periyodu sirasinda yenidoganlarda PI’ya neden olabilmektedir (Plant ve ark., 1983).
Hastaliga yakalanmis ve persiste koyun hastaligin kaynagidir ve PI hayvanlar daha
tehlikelidirler (Barlow ve ark., 1980; Potts ve ark., 1985). PI kuzular hastaligin en etkili
kaynagidir. Ciinkii bu hayvanlar viremik ve siirekli olarak virus sacarlar (Rosamilia ve
ark., 2014). BDV enfeksiyonlari genellikle koyun siiriilerinde PI kuzularin ortaya
c¢ikmasiyla sonuglanir. Son olarak, PI BDV’li diger hayvan tiirleri de PI sigir, PI domuz
ve PI keci gibi belirlenmistir (McFadden ve ark., 2012; Kawanishi ve ark., 2014;
Rosamilia ve ark., 2014).

BDV c¢apraz-tiirler arasindaki bulagma diger pestiviruslar i¢in oldugu gibi kesin

olarak meydana gelmektedir. Koyun BD salginlar1 sigirdan koyuna virus bulagmasiyla
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olabilmektedir (Carlsson, 1991; Braun ve ark., 2013). Buzagilar koyunlarla birlikte
tutulduklarinda serokonvert olabilirler ve BDV’ye karst antikor cevabi azalabilir
(Krametter-Froetscher ve ark., 2008). BDV, deneysel olarak enfekte edilen hayvanlarla
ayni tesiste yetistirilen domuzlar1 enfekte edebilir ve bu enfeksiyonlar yabani CSFV
bagisikligina karst domuzlarda koruyucu antikor cevabinin verilmesini diisiirebilir
(Leforban ve ark., 1992). Avrupa’da yaban domuzu (Sus scrofa) BDV ile enfekte
olabilir ve pozitif notralizan antikorlar gosterebilir (Roic ve ark., 2007).

MLV agilarindaki BDV kontaminasyonlarin1 kapsayan pestiviruslar, sayet
MLV agilant virusla enfekte koyun, ke¢i ve diger hayvanlardan alinan serum ve
hiicrelerde iiretiliyorsa hayvanlarda BDV i¢in 6nemli bir bulagsma big¢imi olabilir. BDV
ile kontamine olmus kegi orijinli ChlEs hiicre hattindaki virus varligi 1995 yilinda RT-
PCR ile tespit edilmistir (Harasawa ve Mizusawa, 1995). Koyun ve kegilerdeki BD
salginlart canli asilarin kullanimu ile iliskilendirilmektedir (Nettleton ve Entrican, 1995;
Thabti ve ark., 2002; Jiang ve Li, 2016).

2.4. Patogenez

Yetigkin, immun sistemi gelismis kiiciik ruminantlar BDV’ye kars1 giiclii bir
immun cevap meydana getirebilirler ve akut enfeksiyonun herhangi bir semptomunu
gostermezler. Gebe hayvanlar BDV ile enfekte olduklarinda virus plesenta yolu ile
embriyo veya fotiisii enfekte edebilir. Fotal BD enfeksiyon salginlari biiylik oranda
gebelik doneminde meydana gelen enfeksiyonlara baghdir. Gebeligin erken
donemlerinde virus enfeksiyonu kolaylikla fotiisiin rezorbe veya abort olmasiyla
sonuglanan embriyo Oliimiine neden olur. Birgok vakada, persiste viremik kuzular
olmaktadir. Bu durum daha ¢ok koyunlarda gebeligin 60-85. giinleri, kecilerde ise 80-
100. giinleri arasinda immun sistem maturasyonundan once prenatal olarak kuzularin
enfekte olmasi ile sekillenir (Oguzoglu, 2012). Bu fotiislar immunotoleranttir ve virus
cogalabilir ve de tiim organlara yayilabilir. Bu hayvanlar eger hayatta kalirlarsa
genellikle yasamlar1 boyunca Pl olurlar. Enfeksiyon gebeligin daha gec safhalarinda
meydana geldiginde ve fotiis olgunlagmis bir immun sisteme sahip oldugunda, bu
enfeksiyon genellikle fotal merkezi sinir sistemine zarar verir ve direkt hasar1 sayesinde
oligodendroglial hiicrelerin dejenerasyonu, hipomiyelinasyon ve sinir sisteminin yangisi
ve degisken hormon salgisi gibi indirekt fonksiyonlara neden olur (Zakarian ve ark.,

1975). Gebeligin son evrelerindeki enfeksiyon da fotal gelisimi etkiler, kemik ve kaslar
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zarar gorebilir (Barlow ve ark., 1970; Barlow, 1972). Ayrica gebe kegilerde BDV
enfeksiyonlar1 fotiis ve yeni doganlarda abortlara ve malformasyonlara neden olabilir.
(Oguzoglu ve ark., 2009).

PI koyunlar daha fazla CD8+ T lenfositlerine sahiptir ve CD4+ hiicrelerinin
toplam sayisi degiskenlik gostermektedir. Lenfosit alt populasyonlarinin dagilimi ¢ok
yiiksek bir CD8+/CD4+ orani ile degiskenlik gdstermektedir. MHC-I antijenini agi3a
¢ikaran periferal lenfositler ve bu lenfositler 6nemli derecede azalmistir (Burells ve ark.,
1989; Woldehiwet ve Sharma, 1990).

Dogal bagisiklik sisteminden kagma, etkilenmis kuzulardaki BDV PI tespiti
icin hayati oneme sahiptir. Aktive edilmis caspase-3 iliskili apoptosis BDV enfekte
koyunlarda olmaktadir. Bir¢ok terminal deoksiniikleotidli transferaz dUTP ¢entik uglu
isaretli (TUNEL) pozitif ve aktive edilmis caspase-3 elementleri, BD enfeksiyonlu
hayvanlarin etkilenen noéronlarinda, glial hiicrelerinde ve endotelyal hiicrelerinde
bulunmustur (Toplu ve ark., 2011). Noéronal hiicrelerde aktive edilmis caspase-3 yaygin
olarak norolojik korunma ve norolojik hasarda biiyiik rol oynar (McLaughlin ve ark.,
2003). BD enfekte hayvanlarda aktive edilmis caspase-3’e benzer olarak caspase-9’un
etkili aktvasyonu ve dagilimi, bu hastaligin1 olusumu ve gelisiminde apoptosisin

intrinsik yollarinin rol oynadigini géstermektedir (Toplu ve ark., 2011).
2.5.  Klinik Semptomlar ve Patolojik Degisiklikler

2.5.1. Akut Enfeksiyon

Saglikli yeni dogan kuzu ve oglaklar ile yetiskin koyunlar ve kegiler normalde
BDV ile enfekte olduklarinda klinik olarak ya hafif semptomlar gosterir ya da herhangi
bir semptom gostermezler (Valdazo-Gonzalez ve ark., 2008). Baz1 enfekte hayvanlarda
karakteristik semptomlar diginda hafif ates ve 16kopeni goriiliir. Bu hayvanlarda 4-11
giinliik postenfeksiyon periyodunda kisa bir viremi tablosu sekillenir ve sonrasinda
virusu nétralize eden antikor serumda tespit edilebilir (Thabt1 ve ark., 2002).

Akut enfeksiyonlar birka¢c koyundan aliman ¢ift serum Orneklerinin
kullanilmastyla serolojik olarak teshis edilmektedir. Ara sira BDV izolatlarunin ytliksek
ates, etkili ve uzun siireli 16ykopeni, anoreksi, konjunktivitis, nasal akinti, dispne ve
ishal meydana getirdikleri ve gen¢ kuzularda %350 mortaliteye neden olduklar

bildirilmistir. 1984 yilinda siit¢ii koyunlar i¢inde siddetli bir BD epidemisinden sorumlu
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izolat elde edilmistir (Chappuis ve ark., 1986). Ikinci bdyle bir izolat canli CSFV
asisinin BDV kontaminanti da epidemiye neden olmustur (Wensvoort ve Terpstra,
1988).

Zaman zaman yeni bolgelerde BDV salginlar1 sirasinda hasta hayvanlarda
yiiksek ates, anoreksia, konjunktivitis, nasal akinti, solunum gii¢liigii, siddetli ve uzun
stireli 16ykopeni ve bazen de siddetli ishal gézlemlenir. Boyle durumlarda morbidite ve
mortalite oranlar1 yiliksektir (Gardiner ve ark., 1983; Roeder ve ark., 1987; Monies ve
ark., 2004; Gonzalez ve ark., 2013; Li ve ark., 2013a). Son zamanlarda, BDV enfekte
Avrupa dag kegilerinde depresyon, zayiflik, hareket bozuklugu gozlemlenmistir. Bu
hayvanlarda, tepkisizlik, bas, boyun ve govdenin asimetrik hareketi gibi anormal
davraniglarin yani1 sira deri hiperpigmentasyonu ile seyreden farkli derecelerde kil
dokiilmesi meydana gelmektedir. Kronik zayiflama da tiim etkilenen dag kegilerinde

yaygin goriilen bir 6zelliktir (Arnal ve ark., 2004; Marco ve ark., 2009a).

Sekil 3.Hastaliga yakalanmig bir kegide klinik ve patolojik gozlemler (Li ve ark., 2013a’dan).
A. Genel durumu bozuk enfekte oglak, kaba kil &rtiisii ve gelisim yavasligi. B.ishalli keci. Aniis

ve gevre doku ishal ile kaplanmis; C ve D. Ince ve kalin bagirsakta hemoraji ve nekroz.
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2.5.2. Fotal enfeksiyon

BD’nin asil klinik belirtisi gebe koyunlarin enfeksiyonunu takiben ortaya ¢ikar.
Ik maternal enfeksiyon subklinik ve orta siddetli iken fotiis i¢in sonuglar daha ciddidir
(OIE, 2017). BDV enfekte fotiislar klinik olarak farkli BD semptomlar1 gosterirler ve
fotal oliim gebeligin herhangi bir doneminde meydana gelebilir, ancak daha yaygin
olarak gebeligin erken donemlerinde gozlemlenmektedir. Kuzu ve oglaklarda BD
mortalitesi genellikle dogum sirasinda ve yasamin ilk evrelerinde yiiksektir. Gebeligin
gec evrelerinde daha biiylik fotiislarin abortu, erken dogumlar, zayif ve giigsiiz
prematiire dogumlar sik sik goriiliir. Kecilerde enfeksiyon baslica mevcut semptom olan
yavru atma agisindan daha az yaygindir (Barlow ve ark., 1970; Barlow, 1972; Nettleton
ve ark.,, 1998). Disi koyunlar iyi bir sekilde beslenmeye devam ederken veya
rahatsizliklariyla ilgili hi¢cbir semptom gostermezken, ufak Olii fotiislar resorbe
olabilirler veya onlarin abort olmalar1 fark edilmeyebilir. Abort veya erken dogumun
BDV nedeniyle oldugunun teyitinin tespiti siklikla zordur. Uygun bir Real-Time
Reverse-Transcription Polymerase Chain Raction (RT-PCR) yonteminin kullanilmasi,
non-infeksiydz virustan genom tespiti edilebilmesi ve yliksek duyarliliga sahip olmasi
avantaji nedeniyle daha yiiksek bir basar1 getirebilir. Abort olmus fotiislarda beyin,
tiroid ve diger dokularin immunohistokimyasi sayesinde virusu tespit etmek de olasidir
(Thurb ve ark., 1997; OIE, 2017).

Kuzulama déneminde, BD’nin baslica klinik olarak karakteristik 6zelliklerini
gosteren enfekte canli kuzular disinda, asirt sayida kisir disi koyun belirgin hale
gelecektir. BD ile enfekte kuzular tarafindan sergilenen klinik belirtiler cok degiskendir
ve koyunlarin beslenmesine, virusun virulansina ve enfeksiyonun siiriiye giris zamanina
baghdir. Etkilenen kuzular genellikle kiicik ve zayiftirlar ve bircogunda ayakta
duramama gozlemlenir. Sinirsel belirtiler ve yapag1 degisiklikleri siklikla ortaya c¢ikar.
BD’nin sinirsel belirtileri onun en karakteristik 6zelligidir. Arka ayak ve sirt kaslarinin
siddetli ritmik konsantrasyonundan nadiren kafa, kulak ve kuyrugun tespit edilebilir
titremesine kadar tremor degiskenlik gosterebilir. Ozellikle boyun ve sirtta tiiylii yapagi
olarak gelisen yapagi anomalileri en belirgin semptomlardandir. Yapaginin anormal
kahverengi veya siyah pigmentasyonu da BD enfekte kuzularda goriiliir. BDV veya
antikor varlig1 igin test edilecek kan ornekleri stipheli kuzulardan kolostrum almadan

once antikoagulanl tiiplere alnmalidir. Kuzular kolostrumu bir kere aldiklarinda 2 aylik
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olana kadar ve maternal antikor seviyesi azalana kadar virusu izole etmek zordur.
Ancak bu periyotta immunohistokimya sayesinde deri biyopsisinde, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) veya Real-Time RT-PCR ile l6ykositlerde viral
antijenleri belirlemek miimkiin olabilir. E™ antijenin tespit edilmesine yonelik olan
ELISA, maternal antikorlar ile interferense daha az meyilli oldugu gozlemlenmistir ve
serumda antijen tespiti i¢in siklikla kullanilabilir (OIE, 2017).

Dikkatli bakim ile 6liimler herhangi bir yasta meydana gelmesine ragmen BD
enfekte kuzularin bir kismi yetistirilebilir. Sinirsel semptomlar yavas yavas geriler ve 3-
6 aylik yaslarda ortadan kalkar. Zayiflik, basin hafif titremesi ile beraber bacaklarda
yalpalama, stres aninda tekrar goriilebilir. Etkilenmis kuzular siklikla yavas gelisim
gosterirler ve normal saha kosullar altinda bir¢ogu siitten kesme zamani esnasinda veya
oncesinde 6lmektedir (OIE, 2017).

Gebelik zamani ortalarinda meydana gelen bazi fotal enfeksiyonlar ciddi
sinirsel belirtiler, lokomotor rahatsizlik ve anormal iskelet yapisi ile karakterize
kuzulara neden olabilir. Boyle kuzular, nekrotizan inflamasyondan kaynaklanan
hidranensefali ve porensefali, serebellar hipoplazi ve displazi lezyonlarina sahip olabilir.
Ciddi yikict lezyonlar immun sistem aracili oldugu gézlemlenebilir ve bdyle lezyonlu
kuzularda siklikla BDV’ye kars1 serum antikor titresi yiiksektir. Gebeligin son
doneminde enfekte olan bircok kuzu normal ve sagliklidir ve virus tespit edilemez
ancak BDV antikoru tasirlar. Bu kuzularin bazilar1 zayif olabilir ve erken yasta
olebilirler (Barlow ve ark., 1982).

Hastaliktan etkilenmis canli kuzu ve oglaklar normal veya PI olabilirler. Yine
hastaliktan etkilenen geng¢ kuzular kiigiik bedene, kubbeli basa sahip olup, zayiftirlar ve
paraliz goriiliir. Hastaliga yakalanmis hayvanlarda bazen ataksiyle beraber zor bir
sekilde ayaga kalkma ve yiirlime goriiliir ve bu hayvanlar istemsiz kas tremorlar ile
posterior sallanma ve koordine olmayan hareketler gosterirler (Loken ve ark., 1991,
Garcia-Perez, 2009; Oguzoglu ve ark., 2009; Toplu ve ark., 2012). En dikkat ¢eken
karakteristik belirtilerden biri bir¢ok hasta kuzuda ‘Hairy Shaker’ olarak adlandirilan
uzun ve diiz dogum killarindan olusan anormal yapagidir. Etkilenen kuzular kisa
bacakl1 da olabilirler. Dikkatli bir bakim ile BD enfekte kuzularin bir kismi1 yasayabilir
ve normal goriilebilir. Kil degisiklikleri 9-12 haftalar arasinda ortadan kalkar ve sinirsel

semptomlar 20 haftalik yasa kadar yavas yavas iyilesir (Nettleton ve ark., 1998;
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Oguzoglu ve ark., 2009). Bu hayvanlar siklikla yasamlari boyunca PI kalirlar. Tipik
olarak, az veya hicbir yangisal reaksiyon gostermezler. Ancak bu hayvanlar siklikla
normal saha kosullar1 altinda yavas bir sekilde gelisirler (Nettleton ve ark., 1998;
Gonzalez ve ark., 2013).

Enfekte kuzu ve oglaklarin nekropsisinde gozle goriilebilir lezyonlar
gozlemlenmez. Spinal cord enine kesit alanlari, hem gri hem beyaz maddede belirgin
bir sckilde kiiciilmistir (Done ve ark.,, 1985). Makroskobik degisiklikler
gozlemlenmektedir. Fotal anomalilere cerebellar hypoplasia, hidranensefali, porensefali
ve artrogriposis dahildir. Kotiledonlar toplu igne bas1 biiyiikliigliinde grimsi lezyonlarla
kiiglik veya hi¢ olgunlasmamistir (Zakarian ve ark., 1975; Potts ve ark., 1985; Garcia-
Perez, 2009, Toplu ve ark., 2011).

BDV enfeksiyonlarinin mukozal vakalarinda tonsiller ve lenf nodiilleri
genellikle 6demli, geniglemis ve hemorajiktir. Sert damak tizerinde birka¢ yuvarlak
hiperemik iilserler yumusak damak tizerinde toplu igne basi biiyilkliigiinde yiizeysel
erozyonlar bulunabilir. Ozefagus ve kalin barsagmn baz1 boliimlerinde ¢ok sayida oval
ve ¢izgisel mukozal iilserler goriilebilir (Monies ve ark., 2004; Kessel ve ark., 2011,
Toplu ve ark., 2011; Li ve ark., 2013a). BDV enfekte dag kegilerinde, en kalict
mikroskobik degisiklikler deri ve beyindedir. Deri lezyonlarina, belirgin ortokeratotik
hiperkeratozis ile melanozis ve hiperplazi, folikiiler atrofi ile siddetli alopezidahildir.
Beyin genellikle noronal dejenerasyon, yaygin spongiosis ve 6demli goriiniir (Marco ve

ark., 2007; Jiang ve Li, 2016).

2.5.3. Persiste Enfeksiyon

BDV, BVDV’de oldugu gibi plasentay1 gecme ve embriyo veya fotiisii enfekte
etme yetenegine sahiptir. Gebeligin belirli agamalarinda bu, tiim yasam boyunca virusu
sacan kalic1 olarak enfekte (PI) bir hayvanin dogmasina neden olur (Sandvik, 2014).
Persiste enfeksiyonlar siiriideki hastaliklarin ortadan kaldirilmasi i¢in 6nemli kabul
edilir ve 5,5 yasinda PI hayvan bildirilmistir (Nettleton ve ark., 1992).

Fotiis immun sistem gelismeden 6nce enfekte oldugu zaman persiste viremi
olarak dogar. Kiiciik ruminant fotiisii 150 giinliik gebelik periyodunun yaklasik olarak
60-85 giinleri arasinda antijenik uyariya ilk cevabi verebilirler. Immun yeterliligin
baslangicindan once enfekte olmus fotiista viral replikasyon kontrol edilemez ve % 50

fotal oliimle sonuglanir. Gebeligin ilk donemlerinde enfeksiyona maruz kalmig canl
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kuzularda virus tiim organlara yayilmistir. Birgok kuzu virusa kars1 tolare goriiniir ve
genellikle yasamlar1 boyunca persiste enfeksiyona sahip olurlar. Prekolostral donemde
aliman kan ornegi virus pozitif, antikor negatif olacaktir. Tipik olarak, herhangi bir
yangisal reaksiyon olmaz ve en karakteristik patolojik degisiklikler MSS ve deridedir.
MSS’nin tiim asamalarinda myelin noksanligi s6z konusudur. Bu durum orta siddetli
veya hi¢c semptom gostermeyen kuzularda farkedilemeyebilir ancak sinirsel semptomlar
gosteren kuzularda siddetli olabilir. Deride, primer yapag folikiilleri, tiiylii ve kaba
koyun postuna neden olan daha az miktardaki sekonder yapag: folikiilleri ebatinda artis
vardir. Persiste viremik koyun kan numunelerinde virus izolasyonu/tespiti sayesinde
teshis edilebilir. Virus, anti-BDV antikorunun diisiik seviyelerde gelisim gosterdigi 4
yasindan daha biiyilk hayvanlarda ve kolostral antikor sayesinde maskelenmis
(gizlenmis) iken, viremi ilk 2 aylik yastakiler haricindeki herhangi bir yasta kolaylikla
tespit edilebilir (Nettleton ve ark., 1992; OIE, 2017). Akut enfeksiyon sirasinda kandan
virus tespiti zor olmasina ragmen persiste viremi en az 3 haftalik siireden sonra tekrar
hayvanlarin teste tabi tutulmasi sayesinde teyit edilmelidir (Nettleton ve ark., 1998).

Baz1 Pl koyunlar seksiiel olgunlukta hayatta kalirlar ve damizlik olarak
kullanilirlar. Bu enfekte koyunlardan dogan kuzular daima persiste viremiktir. Persiste
viremik koyun diger hayvanlar icin siirekli olarak enfeksiyon kaynagidir ve onlarin
identifikasyonu kontrol programlari i¢in baslica 6nemli bir faktordiir (Nettleton ve ark.,
1998).

Pl olan koglar genellikle diisiik kaliteli enfektif sperma ve diisiik fertiliteye
sahiptirler. Damizlik i¢in kullanilan koclarin kan Ornekleri iizerinden persiste BDV
enfeksiyonu icin taramadan gecirilmelidir. Sperma Ornekleri de virus acgisindan
taramadan gegirilebilir ancak hiicre kiiltiirii i¢in sperma orneklerinin toksik olmasi
nedeniyle bu 6rnekler kana gore daha az tercih edilmektedir (Nettletton ve ark., 1998).

Koyunlarda sigirlara nazaran daha kisa gebelik siiresi olmasi persiste
enfeksiyonlarin daha az olmasina neden olmaktadir. Bu durum, sigirlara kiyasla
koyunlarin daha kapsamli bir bakimiyla birlikte PI koyunlarin (% 0,3-0,6) prevanlasinin
PI sigirlardan (% 5-2) daha diisiik gdzlemlenmesini agiklayabilir (Kramette-Froetscher
ve ark., 2010;Sandvik, 2014).
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2.6. Teshis

Fotal dokularda BDV varligin1 saptamada cesitli yontemler kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden biri olan izolasyon zaman alici, pahali ve incelenen dokularda otoliz
oldugunda ise hassasiyetini kaybeden bir teshis yoludur. Pestiviruslarin zarf
glikoproteini gp48’e karst olusan monoklonal antikor C15C kullanilarak yapilan
Immunohistokimya sigir ve koyun fotal dokularinda basartyla uygulanmistir (Ellis ve
ark., 1995; Nettleton, 2000). Ancak her iki yontem uzmanlik ve Ozel laboratuvar
kaynaklarin1 gerektirmektedir. Fotal dokulardan elde edilmesi kolay olmayan iyi
kalitede RNA’nin tesptini saglayan RT-PCR uygulamasi 1990’lardan itibaren yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (Hyndman ve ark., 1998). Viral antijen varligi ayrica PI
hayvanlar tespit etmek amaciyla seronegatif hayvanlardan kan 6rneklerinde uygulanan
hizli bir teknik olan ELISA ile de arastirilabilir. Bununla birlikte, sigir ve kiiclikbas
fotuslarinda Ag-ELISA kullanimi hakkinda c¢ok fazla bilimsel veri bulunmamaktadir
(Garcia-Perez, 2009). Bu bakimdan bu ¢aligmanin bir amaci da abort olmus fotuslarda
Ag-ELISA ve RT-PCR uygulamasini karsilastirarak etkinligini arastirmaktir.
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Tablo 1. BD teshisinde uygulanabilir test metodlari ve amaglari (OIE, 2017°den)

Amag

Enfeksiyondan ari

Hayvan hareketinden

Eradikasyon

Klinik vakalarin

Enfeksiyonun prevalansi-

Asilama sonras1 populasyonlarin

Metod populasyon tespiti | 6nce enfeksiyondan ari | uygulamalarina katki konfrimasyonu sorvalans ¢aligmalar1 | ve tek tek hayvanlari immunite
hayvanlar tespiti durumu

Etken identifikasyonu

Virus

izolasyonu + ++ ++ +++ - -

Ag ELISA

+ ++ +++ +++ - -

Real-time RT-

PCR ile NA +++ +++ +++ +++ +++ -

tespiti

ISH ile NA

tespiti - - - + - -
Immun cevabin tespiti

ELISA ++ ++ ++ + ++ ++

VN +++ +++ ++ +++ +++ +++

+++ = Onerilen metod, gosterilen amag i¢in validasyonu yapilmig; ++ = uygun metod ancak daha ileri validasyona ihtiya¢ var;+ = bazi durumlarda uygulanabilir, fakat

maliyet, glivenilirlik ve diger faktorler uygulanmasini ciddi sekilde sinirlnadirmakta; — = bu amag igin uygun degil; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; NA

= nucleik asit; RT-PCR = reverse- transcription polymerase chain reaction; ISH = in-situ hybridizasyon; VN = virus nétralizasyon
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BDV’nin teshisi i¢in 6zellikle persiste enfekte hayvanlarda cesitli metotlar
uygulanmaktadir. Bunlar virus izolasyonu, virus notralizasyon testi (VNT),
immunohistokimya, indirekt ve direkt immunofléresan degerlendirme (IFA), ELISA,
agar jel immunodiffuzyon testi, RT-PCR, nested RT-PCR (nRT-PCR) ve Real-Time
RT-PCR (qRT-PCR) teshis teknikleridir (Vilcek ve Paton, 2000; Graham ve ark., 2001,
Willoughby ve ark., 2006; Marco ve ark., 2009b; Toplu ve ark., 2012; Newcomer ve
Givens, 2013; Kawanishi ve ark., 2014;). ELISA ve VNT genellikle serolojik
arastirmalar i¢in kullanilirken, virus izolasyonu, niileik asit tespit teknikleri (RT-PCR,
NRT-PCR ve gRT-PCR) ve IFA daima etken incelemesi i¢gin kullanilir. Dahasi, RT-PCR
tirtinlerinin filogenetik analizlerinin ortaya konulmas: amaciyla yapilan niikleotid
sekanslamasi nadiren ve klinik olarak BDV suslarinin genotiplendirilmesi ve
identifikasyon i¢in kullanilmaktadir (Vilcek ve ark., 1997; Thabti ve ark., 2005;
Oguzoglu, 2009).

2.6.1. Konvansiyonel Teknikler

Serolojik testler ozellikle daha 6nce BDV goriilmemis alanlarda, bir siirtide,
bolgede veya iilkedeki BDV enfeksiyonun prevalansini belirlemek i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Antikor pozitif sonuglar genellikle sahadaki BDV varligin1 ve
prevalansini gostermektedir. Bu amacla VNT yaygin olarak kullanilmaktadir ancak
yogun calisma ve zaman kaybmma neden olmaktadir. Bu nedenle fazla sayidaki
orneklerin incelenmesi i¢in uygun degildir. VNT i¢in BDV’nin hem sitopatik hem de
nonsitopatik suslar kullanilabilmektedir, fakat uygulama kolaylig1 nedeniyle sitopatik
BDV (6rnegin; Moredun, 137/4) onerilmektedir. Ayrica, farkli pestiviruslara karsi
olusan antikorlar arasindaki ¢apraz reaksiyon nedeniyle, dort pestivirus grubunun
(BDV, BVDV-1, BVDV-2 ve CSFV) her birindeki viruslara karsi titrasyonu yapilan
serumlarda farklilasmis VNT oOnerilmektedir (Dekker ve ark., 1995; Nettleton ve ark.,
1998).

Bir diger teshis yontemi ELISA en degerli tarama aracidir ve genis olcekli
epidemiyolojik aragtirmalar icin uygun bir yontemdir. mAb-capture ELISA
gelistirilmistir (Fenton ve ark., 1991). 96 gozIlii mikropleyte baglanmis mAb VPM?22,
BDV enfekte hiicrelerden antijen yakalanmasinda kullanilmaktadir. Sonuclar VNT ile
1yi bir kalitatif korelasyona sahiptir. Son zamanlarda, tank siitii 6rneklerine uygulanan

ELISA, BDV pozitif siit¢ii koyun siiriilerinin belirlenmesi i¢in gelistirilmistir (Corbiere
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ve ark., 2012). Ozellikle p80/p125 proteinini hedef alan antikorlari belirleyen ELISA
kitleri tim BVDV ve BDV suslan i¢in ortaktir ve bu amacla kullanilabilmektedir
(Marco ve ark., 2009b, Fernandez-Sirera ve ark., 2012).

Viral antijen tespiti PI hayvanlarin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Pestivirus
p125/p80 antijenini tespit eden ticari ELISA Kkitleri PI koyunlarda antijen tespiti igin
kullanilabilmektedir. 1990 yilinda bir mAb-capture ELISA BDV ile persiste enfekte
koyunlarin 16ykositlerinde spesifik antijenlerin belirlenmesi gelistirilmistir. Virus
izolasyonu ile ELISA’nin duyarlilig1 karsilastirmak i¢in kor denemeler uygulanmaktadir
ve iki test arasinda total bir uyum vardir (Fenton ve ark., 1990).

OIE'nin Border Disease (Chapter 2.7.1) 2017 yili manuelinde ELISA ile ilgili
bolimiinde "Birkag pestivirus ELISA yontemi yayinlanmistir, ancak su anda BDV' yi
saptamak i¢in tam olarak dogrulanmis ticari olarak temin edilebilen herhangi bir kit
bulunmamaktir. Diizenli bir amag igin kullanilmadan 6nce, bu kitler BDV'nin ¢ok ¢esitli
saha suslarinin tespit edebildiginden ve test edilecek numune tipleri i¢in uygun
olduklarindan emin olmak i¢in kullanilacaklar1 bélgede dogrulanmalidir." ifadesi yer
almaktadir (OIE, 2017). Strong ve ark. (2010)’na gbre son zamanlarda E™
glikoproteinini hedefleyen BVDV antijen ELISA’lar1 daha yaygin hale gelmistir ve E™
ELISA’larin sigir BDV’lerini ne 6lciide teshis edecegini bilmenin zor olabilecegi de
vurgulanmistir.  Arastirmacilar goére buna gerekgce olarak da testin antijenik
provizyonunun BDV referans suslarindan farkli oldugu ve bu perspektifte
diistintildiiglinde BDV’nin abort materyallerinde teshisinde RT-PCR uygulamasinin
ELISA testine gore daha duyarli oldugu belirtilmistir.

Pestiviruslarda sitopatik ve non-sitopatik ayirimi énemli olup spesifik mAb
kullanilarak indirekt immunoperoksidaz (IP) testi ile hiicre kiiltiiriinde (fetal kuzu
bobrek veya kas hiicresi) BDV antijeni tespiti yapilmaktadir. Boylece non-sitopatik
virus tespit edilebilmektedir (Nettleton, 1990).

2.6.2. Molekiiler Teknikler

Molekiiler biyolojideki gelismeler ve pestivirus genomunun sekanlansmasi
caligmalarini takiben niikleik asit amplifikasyon metotlar1 (RT-PCR, nRT-PCR ve gRT-
PCR) BDV enfeskiyonun teshisi i¢in kullanimi gittikge artmaktadir. Pan-pestivirus
primerleri (324/326) tiim pestivirus tiirlerinin tespit edilmesinde 6nemlidir ve bu

nedenle baslangic testi olarak uygulanabilir. Ancak pozitif sonuglar, BVDV varligini
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ortadan kaldirmak i¢in daha ileri sekans analizini gerektirirler (Vilcek ve ark., 1994).
Birkag BDV susunun genom sekanslamasi ve diger pesitiviruslarla onlarin
karsilastirilmasiyla birlikte, BDV spesifik primerleri dizayn edilmis ve RT-PCR
uygulamasi i¢in validasyonu gergeklestirilmistir (Vilcek ve ark., 1997; Vilcek ve Paton,
2000; Strong ve ark., 2010). Bu spesifik primerler RT-PCR uygulamasinda tek olarak
kullanilabilir veya nRT-PCR uygulamasinda pan-pestiviruslarin kullanimimi takiben

kullanilabilir (Tablo 2.)

Tablo 2. RT-PCR, nRT-PCR ve gRT-PCR metotlar1 i¢in kullanilabilen primerler

Primerler Sekans (5°-37) Hedef Biiyiikliik Kaynak

Bolge (b¢)
324 ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA 5'UTR 288 Vilcek ve ark.,
326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC 1994
PBD1 TCGTGGTGAGATCCCTGAG 5"UTR 225 Vilcek ve
PBD2 GCAGAGATTTTTTATACTAGCCTATRC Paton, 2000
320F GCCTGATAGGGTGYWGCAGAG NPre-C 740 Strong ve ark.,
1040R TTYCCTTTCTTCTTYACCTGGTA 2010
BD1 TCTCTGCTGTACATGGCACATG NPre-C 738 Vilcek ve ark.,
BD2 TTGTTRTGGTACARRCCGTC 1997
BDVS8T7F CCGTGTTAACCATACACGTAGTAGGA 5'UTR 155 Willoughby ve
BDV237 GCCCTCGTCCACGTAGCA ark., 2006
BDV136T CTCAGGGATCTCACCACGA
(probe)

NRT-PCR metodu spesifite ve sensitiviteyi arttirmadiglr gibi ayni zamanda
kontaminasyon riskini de artirir (Fulton ve ark., 1999).

BDV spesifik primerlerinin veya ek olarak floresan problarinin kullanildig:
gRT-PCR yiiksek spesifite ve sensitivite ile kontaminasyonun dnlenmesinde avantajlara
sahiptir. Bir one-step gRT-PCR uygulamasi, koyun o6rnekleridne BDV, BVDV-1 ve
BVDV-2'nin tespit edilmesi i¢in dizayn edilmistir (Willoughby ve ark., 2006). qRT-
PCR metodu klinik 6rnekler {lizerinde validasyonu gergeklestirilmis, virus izolasyonu ve
NRT-PCR metodundan daha fazla sensitiviteye sahip oldugu gosterilmistir ve drneklerin
capraz kontaminasyon ihtimalini de azaltmistir. Ayrica qRT-PCR virus tiplendirmesinin
sonuglart sekanslama ile tamamen uyumludur (McGoldrick ve ark., 1999).

Pestiviruslarin yaygin tespiti i¢in TagMan qRT-PCR teknigini iceren bir uygulama ve
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bu gqRT-PCR tekniginde iiretilen amplikonlarin kullanilabildigi bir molekiiler analiz
bildirilmistir (LeBlanc ve ark., 2010).

2.7.  Koruma ve Kontrol

Koyun siiriilerinde BDV’nin kontrolii iki temel esasa dayanir: Birincisi Pl
koyunlarmn tespiti, ikincisi gebeliklerinin ilk yarisi sirasinda siipheli gebe koyunlarin
enfeksiyona yakalanmasinin 6nlenmesidir (Nettleton ve ark., 1998).

Enfekte siiriilerde BDV’nin kontrolii zordur ve yetistirme metotlariyla iliskili
olarak yetistiricilerin sartlarina baghdir. Sporadik salginin goriildigii bir siirtide
enfeksiyon belirlenen tiim koyun ve kuzular, bir sonraki yetistirme sezonu baslamadan
once kesime sevk edilip siiriiden ayrilmalidir. Ticari antikor testleri ile endemik olarak
enfekte siiriilerde farkli yastaki koyunlarin bagisiklik durumu ve duyarli hayvanlari
tespiti ortaya konabilir. Ayrica kan testleri de antikor negatif, virus pozitif PI koyunlari
belirlemede kullanilabilir. Diger siiriilerde PI koyunlarin identifikasyonu ve imha
edilmesi pek uygulanabilir degildir. Bu tiir durumlarda, tireme mevsimi disinda, bilinen
Pl kuzulara maruz birakilan siiriide bagisiklik seviyesi arttirilabilir. Virusun yayilma
hiz1 en az 3 hafta boyunca kapali besleme alanlarinda siiriiniin tutulmasi ile arttirilabilir
(Nettleton ve ark., 1998).

BDV’nin kontrolii i¢in birka¢ uygulanabilir ticari as1 mevcuttur. Bu asilardan
biri, BD ve BVD-1 viruslarinin temsili suslarini igeren adjuvantli inaktif bir asidir.
Ancak BVD ve CSF’de gozlemlenen benzer problemler bu asilarda da ortaya ¢ikmaistir.
Koyunlar i¢in inaktif asilar gelistirilmistir, fakat ¢ok uzun siire immunite saglamasi
olas1 degildir ve saha suslarina kars1 yeterli seviyede korumayi siirdiirmek i¢in diizenli
olarak uygulama gerektirmektedir (Vantsis ve ark., 1980; Brun ve ark., 1993). Ayrica
asilanmamis koyunlara kiyasla agilananlarda 16kosit sayis1 yoniinden BDV
enfeksiyonun etkisinin azaldigi ve nazal sekresyonda viral sagilimin da azaldig
gosterilmis ancak fotal enfeksiyon bakimindan koruyucu olup olmadig1 incelenmemistir
(Anne, 2012).

Oncelikle ilk gebelik esnasinda bagisikligi maksimum seviyeye cikarmak
amaciyla lireme yasina ulagmadan once gen¢ hayvanlara asi uygulanmalidir. Yillik
bagisiklik arttirict doz gerekebilir (Nettleton ve ark., 1998).

BDV izolatlar1 en az ii¢ farkli genotip igerisinde (BDV-1, BDV-2, BDV-3)

ayrilabilirler (Becher ve ark., 2003). Bu nedenle etkin asilar yaygin bir derecede ¢apraz
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koruma gosteren viral suslardan tesekkiil etmelidir veya birkag viral susu kapsamalidir.
Ideal olarak, BDV asilar1 BVDV den de bir dereceye kadar koruma saglamalidir. Ciinkii
her iki virus da yaygin olarak koyunlari enfekte etmektedirler. Etkin BDV asilari
virusun transplesental yayilimini Onlemelidir, ancak son bilgilere gore fotiisiin
korunmas: i¢in gerekli asidan sonra olusan antikor titre seviyesi yeterli degildir
(Benjamin ve Daniel, 2013). Ayrica farkli pestiviruslar ve suslari arasinda yetersiz bir
capraz koruma vardir. Vantsis ve ark. (1980) daha énce BVDV veya BDV’ye maruz
kalan gebe koyunlarin %50-92’sinin heterolog susun klinik etkilerine duyarh
olduklarin1 (enfekte kuzu dogumlarini) belirledi. Daha once maruz kaldiklar1 susa
homolog bir sugsa maruz kalan koyunlar, % 100 koruma yani higbir klinik belirti
gostermemislerdir ve etkilenmis kuzu dogumu olmamustir.

Bir siiriiye BD’nin girigini engellemek i¢in sadece isletmenin kendi yetistirdigi,
yenisiyle degistirilecek disi hayvanlar kullanilmalidir. Yeni koglar satin alinmadan 6nce
BDV yoniinden kan testlerine tabi tutulmali ve siiriiye katilmadan Once karantinaya
alinmalidir (Nettleton ve ark., 1998).

Eger yeni disi koyunlar satin alinmak zorunda ise PI virus tasiyanlar
belirlemek icin kan testleri yapilmalidir. Kan testi yapilamadig takdirde tiim iireme
hastaliklarint kontrol altina alabilmek i¢in yeni satin alinan disi koyunlar daima bir
arada ve kuzulama donemine kadar siiriiniin geri kalanindan ayri tutulmalidir. PI
sigirlardan koyunlara enfeksiyon bulagsma riski nedeniyle gebe koyunlarin sigirlarla

birlikte asla karisik bir sekilde tutulmamalari gerekir(Nettleton ve ark., 1998).

2.8. Amag

Bu tezi amaci Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisiine gelen si1gir, koyun ve kegi
abort oOrneklerinden Ag-ELISA ve RT-PCR testleri ile BDV varligi arastirilarak
Karadeniz Bolge’sindeki BD epidemiyolojisini belirlemektir. Ulkemizde ilk defa sigir
abort Orneklerinde BDV arastirilmast ve ayrica elde edilen pozitif orneklerden
filogenetik analiz ile bolgede sirkiile olan BDV genotipi belirlemek tezin Onemli

¢iktilarindan olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Virus
PCR calismalarinda Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin edilen

BDV susu kullanildi.

3.1.2. ELISAKIiti
BDV tespiti ticari olarak temin edilen BVDV Ag ELISA kiti (IDEXX, 06-
43860-12, Westbrook, USA) kullanilarak yapildi

3.1.3. RNA Ekstraksiyon Kiti
RNA ekstraksiyonlart RNA ekstraksiyon Kkiti (Macherey-Nagel, 1605/010,
Diiren, Germany) kullanilarak yapildi.

3.1.4. RT-PCR Kiti

RT-PCR analizi i¢in One — step RT-PCR kit (Qiagen, Cat No: 210212, Hilden,
Germany) kullanildi.

RT-PCR analizi igin kullanilan primer ve probe dizinleri, biiyiikliikleri ve
hedef bolgeleri Tablo 3°de, sekans analizinde kullanilan primer dizinleri, bliyiikligii ve

hedef bolgesi ise Tablo 4’te gosterildi.

Tablo 3. RT-PCR testinde kullanilan primer ve probe dizinleri, hedef bélgeleri ve bityiikliikleri

Primer ve Dizin(5’----- 3’) Hedef  Biiyiikliik Referans
Prob bolge (bg)

324 ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA 5 UTR 288 Vilcek ve ark.,
326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC 1994
PBD1 TCGTGGTGAGATCCCTGAG 5 UTR 225 Vilcek ve
PBD?2 GCAGAGATTTTTTATACTAGCCTATRC Paton, 2000
BDV8T7F CCGTGTTAACCATACACGTAGTAGGA 5'UTR 155 Willoughby ve
BDV237 GCCCTCGTCCACGTAGCA ark., 2006
BDV136T FAM-CTCAGGGATCTCACCACGA-
(probe) TAMRA
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Tablo 4. Kullanilan sekans primer dizinleri, biiyiikliigi ve hedef bolgesi

Primerler Dizin Hedef  Biiyiikliik Referans
bolge (bg)
BD1 TCTCTGCTGTACATGGCACATG NpPro 738 Vilcek ve Belak,
BD2 TTGTTRTGGTACARRCCGTC 1996

3.1.5. Sekans Cihaz1

Test icin ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific, USA)

kullanildi.

3.1.6. Abort Materyalleri

Samsun Veteriner Kontrol Enstitlisii’'ne 2015, 2016 ve 2017 yillarinda gelen

abort olmus 193 sigir, 100 koyun ve 20 ke¢i fotiisii olmak {izere toplamda 313 materyal

(akciger, karaciger, beyin ve dalak dokular1) kullanildi. Materyallerin temin edildigi

yerlere gore materyal sayist Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Toplanan abort 6rneklerinin ait olduklar1 hayvan tiirii ve toplandig1 yerler

No Geldigi Yer Ornek Sayisi
Sigir Koyun Kegci
1 AMASY A/Giimiishacikdy 1 1
2 AMASY A/Merkez 2 9
3 AMASY A/Merzifon 3 1
4 AMASY A/Suluova 2
5 AMASYA/Tasova 2
6 GIRESUN/Alucra 1
7 GIRESUN/Dereli 1 4
8 GIRESUN/Piraziz 2
9 GIRESUN/Sebinkarahisar 3
10 ORDU/Caybast 4
11 ORDU/Giirgentepe 1
12 ORDU/Karadiiz 1
13 ORDU/Korgan 1
14 ORDU/Mesudiye 2
15 RIZE/Ardesen 1
16 SAMSUN/Alagam 3 4 2
17 SAMSUN/Asarcik 1
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Tablo 5. Toplanan abort 6rneklerinin ait olduklart hayvan tiirii ve toplandigi yerler (devami)

Sigir Koyun Keci
18 SAMSUN/Ayvacik 2
19 SAMSUN/Bafra 31 4 2
20 SAMSUN/Canik 3
21 SAMSUN/Carsamba 7 14
22 SAMSUN/Havza 19 4 1
23 SAMSUN/Kavak 8
24 SAMSUN/Ladik 1
25 SAMSUN/Merkez 2
26 SAMSUN/Ondokuzmayis 2 1
27 SAMSUNY/Salipazari 2
28 SAMSUN/Tekkekdy 6 2
29 SAMSUN/Terme 2
30 SAMSUN/Vezirkoprii 2 7 1
31 SAMSUN/Y akakent 1 1
32 SINOP/Boyabat 1
33 SINOP/Dikmen 1
34 SINOP/Duragan 1 1
35 SINOP/Merkez 1 3
36 SIVAS/Akincilar 1
37 SIVAS/Dogansar 1
38 SIVAS/Kangal 3
39 SIVAS/Koyulhisar 1
40 SIVAS/Merkez 10 1 4
41 SIVAS/Sarkisla 1
42 SIVAS/Susehri 1 1
43 SIVAS/Ulas 1
44 SIVAS/Yildizeli 1
45 SIVAS/Zara 37
46 TOKAT/Almus 2 8 4
47 TOKAT/Erbaa 4 5
48 TOKAT/Merkez 8 8 4
49 TOKAT/Pazar 1
50 TOKAT/Resadiye 1 1
51 TOKAT/Sulusaray 1
52 TOKAT/Yesilyurt 1
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Tablo 5. Toplanan abort 6rneklerinin ait olduklart hayvan tiirii ve toplandig yerler (devami)

Sigir Koyun Keci
53 TOKAT/Zile 1
54 TRABZON/Akgaabat 1
55 TRABZON/Arsin 1
56 TRABZON/K&priibast 1
57 TRABZON/Magka 1
58 TRABZON/Siirmene 3
59 TRABZON/Salpazari 1
60 TRABZON/Tonya 1 1
61 TRABZON/Vakfikebir 2
TOPLAM 193 100 20
3.2. Metot

3.2.1. Numunelerin islenmesi

Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii’ ne gelen abort olmus sigir, koyun ve keci
fotuslarinin i¢ organlart (akciger, karaciger ve dalak dokulari) toplandi. Fotustan aseptik
sartlarda cikarilan organlardan alinan doku numuneleri virolojik teshis i¢in 2 mL PBS
diliient ile (1/10) karistirilip, MagNa Lyser (Roche, Mannheim,Germany) boncuklu
tiiplerde 3000 g’de 3 dakika homojenize edildi ve daha sonra homojenat eppendorf
tiiplerde 3000 g’de 10 dakika +4’de santrifiij edildi ve tstte kalan siipernatant inokulum
olarak kullanilincaya kadar —20 ° C de saklandi.

3.2.2. Numunelerde Pestivirus Antijenin  (Ag-ELISA Testi ile)
Belirlenmesi

Doku ornekleri pestivirus Ag-ELISA kit (IDEXX, 06-43860-12, Westbrook,
USA)kullanilarak iiretici firmanin talimatina gore pestivirus antijenleri yoniinden test
edildi. Bu amagla ticari kitin prosediirleri asagidaki gibi uygulandi;

Doku 6rneklerinden elde edilen siipernatant ile pestivirus antijenini belirlemek
amactyla E™ gen bolgesini hedef alan spesifik monoklonal antikorlarla kaplanmig 96
kuyucuklu ELISA tabletleri kullanildi.

Her bir kuyucuga ‘Detection antibody’ 50 ul dagitildi. A1 ve B1 kuyucuklarina
50 pul pozitif kontrol, C1 ve D1 kuyucuklarina 50 pl negatif kontrol koyuldu. Sonra geri
kalan her bir kuyucuga 6rneklerden 50 pl konuldu.
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Hafif¢e pleyte vurarak kuyucuklardaki igerigin uygun bir sekilde dagilimi
saglandi. Daha sonra steril yapigkan bantla kapatilarak 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki miks dokiilerek kit icerisindeki ‘Wash
Solution’ ile her bir kuyucuk otomatik ELISA yikayict (ELx50 Biotek, Windoski, USA)
yardimut ile 5 defa yikandi ve herhangi bir rezidiie kalip kalmadig1 kontrol edildi.

Her bir kuyucuga kit icerisinde yer alan konjugattan 100 ul koyuldu ve oda
sicakliginda (18-26 °C) 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Yikama iglemi yine 5 defa olmak iizere otomatik ELISA yikayici yardimi ile
tekrarlandi.

Her bir kuyucuga TMB N.12 (tetra metil benzidin) substrat soliisyonundan 100
ul koyuldu ve oda sicakliginda (18-26 °C) 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Her bir kuyucuga Stop Solution N.3’den 100 pl koyuldu ve reaksiyon
durduruldu.

ELISA okuyucu ile 450 nm’de tabletlerdeki orneklerin ve kontrollerin OD
degerleri okutuldu. Bu amagla ticari kitin belirtmis oldugu asagidaki formiiller

kullanilarak pozitif ve negatif sonuclar belirledsi;

- NC1 A(450) +

PCX = PC1 A(450) +

Validasyon kriterleri: NC>_<§O,250 PC; -NC;20,150

Her bir 6rnegin OD (S-N) degerlerinin bulunmasi ile 6rneklerdeki antijen
varlig1 veya yoklugu su sekilde hesaplanmaistir;

S-N= Sample A(450)-NC X

S-N<0,300 olan oOrnekler negatif, S-N>0,300 olan Ornekler pozitif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.3. RT-PCR
Abort olmus fotuslara ait doku 6rneklerinde BDV’ye ait niikleik asitleri tespit
etmek amaciyla RT-PCR teknigi uygulandi.
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RNA Ekstraksiyon islemi
Numunelerin RNA ekstraksiyonu, RNA ekstraksiyon kiti (Macherey-Nagel,

1605/010, Diiren, Germany) ile iiretici firmanin talimati dogrultusunda asagidaki

prosediirlere gore yapildi;

-20 °C’de saklanan homojenizatlardan 1,5 ml’lik steril ependorf tiipe 200 pl
siipernatant, 350 pl Buffer RA1 ve 3,5 ul B-mercaptoethanol eklenerek siddetli
bir sekilde vortexlendi.

Nukleospin filitrelere miksi aktarildi, 11.000 xg de 1 dk santrifiij edildi.
Nucleospin filitreler atildi ve 350 ul %70’lik ethanol eklenip 5 kere pipete
edildi.

Her o6rnek igin bir Nukleospin RNA kolonu 2 ml’lik toplama tiiplerine
yerlestirildi. Lizat 2-3 kere pipete edildikten sonra kolona aktarildi. 11.000 xg de
30 saniye santrifiij edildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

350 ul MDB eklendi ve 11.000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.

Her 6rnek igin steril 1,5 ml’lik ependorf tlipline 10 pl rDNase miksi ve 90 pl
“Reaction Buffer for rDNase” eklendi ve pipete edildi. Bu karisimdan kolonun
silika membran merkezine 95 pl eklendi ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi.
Nucleospin RNA kolona 200 pl “Buffer RAW2” eklendi ve 11.000 xg’de 30
saniye santrifiij edildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi.

Kolona 600 ul “Buffer RA3” eklendi ve 11.000 xg’de 30 saniye santrifiij edildi.
Sivi kismi atild1 ve kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolon 250 ul “Buffer RA3” eklendi ve 11.000 xg’de 2 dk santrifiij edildi.
Kolon“Nuclease-free”toplama tiipiine (1,5 ml) yerlestirildi.

60 pl “RNase-free su” eklenerek 11.000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Boylece

ekstraksiyon islemi tamamlandi.

PCR Asamalanr
e RT Real Time PCR Uygulamasi

BDV varligim tespit etmek amaciyla Real-Time RT-PCR uygulamasi i¢in One —
step RT-PCR kit (Qiagen, OneStep RT-PCR KIT, Cat No: 210212, Hilden, Germany)
kullanilarak 25 pl hacminde ve 5X (Tris-Cl, KCI, (NH4)2S0O4, 2,5 mM MgCl,, DTT)
0,4 mM dNTP, 0,6 uM BDVS87F, 0,6 uM BDV237, 0,3 uM BDV136T, 10 U RNAse
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inhibitér ve enzim miks kullanilarak asagidaki oranlarda reaksiyon konsantrasyonu

hazirlanmistir.
dH20 8 ul
5x 5ul
dNTP mix (10 mM) 1 ul
BDVS87F (10 pmol) 1,5 ul
BDV237 (10 pmol) 1,5l
BDV136T (5 pmol) 1,5l
Enzim mix 1 ul
RNase inhibitor 0,5 ul
RNA 5 ul
Toplam 25 ul

Hazirlanan konsantrasyon Real-Time PCR cihazinda (Light Cycler 2.0, Roche,
Rotkreuz, Switzerland) 50 °C 30 dk reverse transkripsiyon ve 95 °C 15 dk ile ilk
denatiirasyon ve enzim aktivasyonunu (Taq polimeraz) takiben 95 °C 15 sn ve 60 °C 30
sn olmak tizere olusturulan dongii 40 defa tekrar edildikten sonra 72 °C’de 10 dk son
uzatma iglemi ile reaksiyon tamamlandi.

e Konvansiyonel RT-PCR Uygulamasi

Konvansiyonel RT-PCR iriinii i¢in ise panpesti primerleri olan 324/326
primerleri ve BDV spesifik primerleri olan PBD1/PBD2 primerleri ile yine One — step
RT-PCR kit (Qiagen, OneStep RT-PCR KIiT, Cat No: 210212, Hilden, Germany)

kullanilarak 50 pl son hacimde olacak sekilde asagidaki reaksiyon konsantrasyonu

hazirlanmagtir.

dH20 24,5 ul
5X Buffer 10 ul

dNTP mix (10 mM) 2wl
F primer (10 pmol) 3 ul
R primer (10 pmol) 3 ul

Enzim mix 2 ul
RNase inhibitor 0,5 ul
RNA 5 ul
Toplam 50 pul
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Hazirlanan konsantrasyon thermal cyclerda (Thermo Fisher Sci., Artik Thermal
Cycler, Vantaa, Finland, AKC961101915 ) panpesti primerleri i¢in 50 °C 30 dk reverse
transkripsiyon ve 95 °C 15 dk ile ilk denatiirasyon ve enzim aktivasyonunu (Taq
polimeraz) takiben 95 °C 1 dk, 56 °C 1 dk ve 72 °C 1 dk olmak {izere olusturulan
dongii 35 defa tekrar edildikten sonra 72 °C’de 10 dk son uzatma islemi ile reaksiyon
tamamlandi.

Pozitif sonug¢ veren 6rnekler i¢in ayni konsantrasyon ve RT-PCR kosullarinda

ancak dongii sayis1 40 yapilarak PBD1/PBD2 primerleri ile test edildi.

Konvansiyonel PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Konvansiyonel PCR sonucu elde edilen iiriinlerin goriintiilenmesi i¢in agaroz
jel kullanild1. Agaroz (Sigma A9539) % 1 yogunlukta olmak tizere % 0,5 TBE (Tris
Borat EDTA) ile karistirilarak erlenmayer igerisinde sulandirildi ve mikrodalga firinda
kaynatilarak homojen hale getirildi. Sonrasinda oda sicakliginda 50 °C’ye kadar
sogumasi saglandi. Igerisine 5 pl ethidium bromide (Sigma E8751) eklendi ve taraklari
takil jel tasiyicisi igerisine bosaltildi. Agaroz jelin +4°C’de 20 dk siiresince donmasi
icin beklendi. Jel donduktan sonra takili taraklar cikarilarak elektroforez tankina
yerlestirildi ve jel tizerinde 2-3 mm yiikseklikte kalacak sekilde % 0,5 TBE buffer ilave
edildi. Jelde sirasiyla ilk géze 1 ul DNA merdiveni konuldu ve takip eden gozlere 5 ul
PCR iriinii 1 pl boya ile karistirilarak eklendi. Yatay jel elektroforez cihazi (Bio — Rad
Wide Mini Sub Cell GT Horizantal Electrophoresis System, California, USA) 120 Volt
akimda 40 dk calistirilarak yiiriitme islemi tamamlandi.

Elektroforez sonucunda jel, jel goriintiileme cihazina (Imaging system / El

Logic 200) aktarildi ve UV altinda 225 bg paralelinde PCR iiriinleri incelendi.

3.2.4. Elde Edilen Suslarin Genotipinin Belirlenmesi

Bulunan BDV pozitif 6rnekler, NP bolgesini gedef alan BD1 ve BD2
primerleri kullanilarak 738 b¢ uzunlugundaki bir dizi sekansi1 yapilmak {izere
kovansiyonel PCR sonucu jelde yliriitiilerek sekansa gonderilmistir. Bu amagla yapilan

PCR konsantrasyonu ve kosullar1 agagida belirtilmistir.

dH20 24,5 ul
5X Buffer 10 pl
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dNTP 2 ul

F primer 3ul
R primer 3ul
Enzim 2 ul
Rnase inh. 0,5 ul
RNA 5ul
Toplam 50 ul

Sekans uygulamasti i¢in kullanilan BD1 ve BD2 primerleri ile yine hazirlanan
50 ul hacimde konsantrasyon thermal cyclerda (Thermo Fisher Sci., Artik Thermal
Cycler, Vantaa, Finland, AKC961101915) 50 °C 30 dk ve 95 °C 15 dk’ y1 takiben 94
°C 1dk, 53 °C 1 dk ve 72 °C 1 dk olmak iizere olusturulan dongii 40 defa tekrar

edildikten sonra 72 °C 10 dk inkiibasyon neticesinde reaksiyon tamamlandi.

e RT-PCR ile Cogaltilan NP™ bolgesinin Sekansa Gonderilmesi
BD1 ve BD2 primerleri ile coglatilan NP bdolgesinin niikleotid dizileri
sekansyapilmasi icin ilgili kurulusa gonderildi (Refgen, ANKARA).

3.2.5. Veri Analizi

Calismada ¢ogaltilan ve DNA dizi analizi elde edilen NP gen bolgesi dizileri
BioEdit programu ile diizenlendi ve GenBank’ta yer alan diger dizileri ile karsilagtirildi
(Hall, 1999, version 7.09). Benzerlik belirlenen ve calismada elde edilen sekanslar
filogenetik analizde kullanildi. Ayriva filogenetik analiz icin BDV ve BVD gruplarinin
farkl1 genotiplerine ait sekanslarda kullanilmistir. BioEdit programinda yer alan
ClustalW programi sekanslarin Cluster analizi kullanildi ve buradan elde edilen veriler
MEGA filogenetik programi yardimiyla neighbor-joining (NJ) analizi ile islendi.
Aligment bosluklar1 kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan dendrogramlarin
giivenilirligit MEGA 6.0 programi kullanarak sec¢-bagla (bootstrap) analizi ile 1.000
tekrarli olacak sekilde test edildi (Tamura ve ark., 2011, version 5).
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4. BULGULAR

4.1.  Pestivirus Ag-ELISA Sonugclar:

Ag-ELISA sonucunda, 193 sigir abort materyalinin 97’sinde (%50,26), 100
koyun abort materyalinin 58’inde (%58), 20 ke¢i abort materyalinin ise 11’inde (%55)
pestivirus pozitif olarak saptandi. Bulunan sonuglarin illere ve hayvan tiiriine gore

dagilimi Tablo 6’da gosterildi.

Tablo6. Illere gore Pestivirus Ag-ELISA sonuglart

i1 Adx Materyal Sayisi (+) Materyal Sayis1 Prevalans (%)

Sigir Koyun Ke¢i  Sigir Koyun Kec¢i Sigir Koyun Keci
Amasya 10 11 - 5 7 - 50 63,64 -
Giresun 2 9 1 2 7 0 100 77,78 0
Ordu 7 2 - 3 1 - 42,86 50 -
Rize 1 - = 1 - - 100 - -
Samsun 91 40 7 40 21 4 43,96 52,50 57,14
Sinop 3 5 - 3 5 - 100 100 -
Sivas 54 5 4 31 1 3 57,41 20 75
Tokat 17 24 8 7 12 4 41,18 50 50
Trabzon 8 4 - 5 4 - 62,50 100 -
TOPLAM 193 100 20 97 58 11 50,26 58 55

36



Sekil 4. Ag-ELISA uygulanan abort 6rneklerinde BDV antijen sonuglarinin pleyt iizerinde goriiniimii. Al
ve B1: Pozitif kontrol. C1 ve D1: Negatif kontrol

4.2. RT-PCR Sonuglan

4.2.1. BDV Real Time RT-PCR Sonuclar:

Toplanan 313 abort materyalinin ekstraksiyon islemlerinin ardindan spesifik
BDV primer ve problar1 (Tablo 3) ile yapilan Real Time RT-PCR islemleri neticesinde
Trabzon/Tonya’dan alinan 1 koyun abort materyalinde BDV niikleik asiti tespit
edilmistir. Real Time RT-PCR sonucuna ait goriintii Sekil 5’de gosterilmistir.Sigir ve

kegilerde ise pozitiflige rastlanmamustir.

37



Ok wiew ool Window Help =g
. Run. {Qondysis.. | £30pen.. &) Save @reot | [DTemplatz.. £3RunMaco
B e Quonifcstion ]
J Channel (530) = Color Compensation (Off) = Fromram (3] = |] Method [Auto] = Standard curve fin Bun] ~

Samples
Incl.. | C... P. cP Amplification Curves

063
0.581
053
0.48
043
0.38]
033
0.28
023
0.18]
013
0,08
003

Fluorescence (530)

(<J<fl<j<fcfc<fcf<ifcf<ff<

1234567 8 91011121314151617181320 21222324 252627 262930 31 3233 34 3536 37 38394(
Cycles

Sekil 5. Real Time RT-PCR sonucu bulunan pozitif 6rnegin gortntiisi

4.2.2. BDV Konvansiyonel RT-PCR Sonugclari

Orneklenen 313 abort materyalinin 324 ve 326 panpesti primerleri ve PBD1 ve

PBD2 BDV primerleri ile yapilan konvansiyonel RT-PCR sonuglarina gore, panpesti

primerleri ile 313 hayvanin 4’iinde (%1,27) pestivirus pozitifligi, BDV primerleri ile 3

koyun ve 1 sigir abort materyalinde BDV niikleik asidi saptandi(Tablo 7). Boylece

Trabzon/Tonya’dan alinan koyun abort materyalinde hem Real Time RT-PCR hem de

konvansiyonel RT-PCR testleri pozitif sonug verdi.

Tablo 7. Panpesti ile PBD1 ve PBD2 primerleri ile yapilan konvansiyonel RT-PCR sonuglar1

Ornek Hayvan Panpesti PBD1/PBD2
Materyalin Alindig: Yer ) . ) .

Numarasi Tiirii Primerleri Primerleri
TRABZON/Tonya 44 Koyun Pozitif Pozitif
SINOP/Merkez 78 Koyun Pozitif Pozitif
TOKAT/Almus 186 Koyun Pozitif Pozitif
AMASY A/Merzifon 293 Sigir Pozitif Pozitif
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Panpesti primerleri kullanildigi konvansiyonel RT-PCR neticesinde yapilan

elektroforez uygulamasi sonucu 288 b¢’de bant veren 44, 78, 186, 293 numarali pozitif

orneklerin goriintiileri Sekil 6°da gosterilmistir.

Sekil 6. 44, 78, 186 ve 293 numarali 6rneklere ait bantlar. M: Marker, pk: Poziitif kontrol, nk: Negatif
kontrol, b¢: Baz ¢ifti
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PBD1 ve PBD2 primerlerinin kullanildig1 konvansiyonel RT-PCR uygulamasi
sonucu 44, 78, 186, 293 numarali pozitif 6rneklerin 225 b¢’de bant goriintiileri Sekil

7’de gosterilmistir.

Sekil 7. 44, 78, 186, 293 numarali orneklere ait bantlar.M: Marker, pk: Poziitif kontrol, nk: Negatif
kontrol, b¢: Baz ¢ifti
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Konvansiyonel RT-PCR uygulamalari neticesinde pozitif olduklari tespit edilen
44, 78, 186, 293 numarali Orneklerin sekanslama i¢cin BD1 ve BD2 primerlerinin
kullanildig1 konvasiyonel RT-PCR neticesinde 738 b¢’de elde edilen bant goriintiileri
Sekil 8’de gosterilmistir.

o w=smala sy
1000bg TSbc

S00bC  sem—

Sekil 8. 44, 78, 186, 293 numarali orneklere ait bantlar.M: Marker, pk: Pozitif kontrol, nk: Negatif
kontrol, b¢: Baz ¢ifti

4.2.3. Sekans Sonuclar

Tez galismasinda kullanilan NP gen bolgesi pozitif olan dort 6rnegin BD1 ve
BD2 primerleri ile DNA dizi siralar elde edilmistir. BioEdit programi ile temizlenen
DNA dizileri Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. 44, 78, 186, 293 no’lu drneklerin NP bolgesine gore yapilan sekans dizilimleri

Ornek

Numarasi

Sekans dizini (5°-3°)

44

78

TAGGGGTCAAAGAACCTGTTTATGACATCGTGGGTGACCCCCTATTTGGTGAAAAAAGCACAATACACCCACAAGCA
ACCCTCAAATTGCCACATGATAGAGGTGGTGCCGAGGTTAGAACAACTGTGAAGGATTTGCCCAAAAAAGGCGACTG
CAGAAGTGGGAACAACCGAGGTCCTGTAAGCGGCATATACATCAAGCCTGGGCCAGTGGTGTACCAGGACTATATAA
AACCAGTATACCATAGAGCCCCATTGGAACTCTGTTCCGAGACACAGTTCTGTGAAGTCACCAAGAGGATAGGGAGG
GTTACTGGCAGCGATGGTAGGCTGTATCACCTGTATGTCTGTATAGATGGATGCATATTGCTGAGAACAGCAAGCAG
AGTTGGCCAAAAAACGCTAAAATGGACCCATAATGTTTTGGACTGCCCTCTCTGGGTCACGAGTTGCTCTGACGACGG
CAAGAGCAAAGAATCAAGTGACAAGAAACCGGACAGGGTTAAACGGGGAGTTATGAAGATAGCACCTAAGGAAAGT
GAAAAAGATAGTAGGTCCAAGCCACTCCGACGCCAC
TGCTGTACATGGCACATGGAGTTGATCAATTTTGAATTTTTATGCAAAACAAGCAAACAAAAACCAGCAGGAGTGGA
GGAGCCTGTGTACGATTACATGGGGAAGCCCCTGTTCGGGGAGGCCAGCGAGATACACCCGCAGTCAACCCTGAAGT
TGCCGCATGACAGAGGCCGGGCCGAGGTGAGGACCACTTTGAAAGAGCTTCCTCGAAAAGGAGACTGTAGGAGTGG
CAATTGTTTAGGCCCAGTCAGTGGAATATACATAAAACCGGGCCCTGTATACTACCAGGATTATAAAGGTCCAGTTTA
CCAAAGAGCACCGCTAGAACTCTTTACCGAGGTCCAGTTCTGTGAGGTTACCAAGAGGATTGGAAGGGTGACTGGGA
GTGACGGACAACTCTACCACTTATATGTTTGCATAGATGGGTGTGTACTGGTAAAATTGGCTAAAAGGAGTGTGAGT
AAAACTCTCAAGTGGGTAAAGAACACCATGGATAGCCCACTGTGGGTAGCAAGCTGCTCCGATGACAAGGAAAAAA
ACCAGAAGAAACCAGACAGAATCAAACAGGGGGCAATGAAGATAACTCCGAAAGAGAGCGAGAAAGACAGTAAAG
TGAAGCCCCCTGACGCCACCATCGGGT
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Tablo 8. 44, 78, 186, 293 no’lu drneklerin NP bolgesine gore yapilan sekans dizilimleri (devamu)

186

293

TACCAAACAGGTAAACAAAAACCAGCAGGAGTGGAGGAGCCTGTGTATGACCACACGGGGAAACCCCTGTTCGGGG
AGGCTAGCGAGATACACCCGCAGTCAACCCTAAAGTTACCACATGATAGGGGCCGGGCCGAGGTGAGGACCACTCTT
AAAGAGCTTCCTCGTAAGGGGGACTGTAGGAGTGGCAATCATTCAGGTCCAATCAGTGGAATATACATAAAACCAGG
CCCTGTCTACTACCAAGATTATAAAGGTCCAGTCTATCACAGAGCACCGCTAGAACTCTTTACTGAGACCCGGTTCTG
TGAAGTTACCAAGAGGATCGGGAGGGTGACTGGGAGTGACGGACAACTCTACCACTTATATGTCTGCATAGATGGGT
GTGTACTGGTAAAATTGGCTAAGAGGGGTGTGAGCAAGACCCTCAAGTGGGTAAAGAACATCATGGATAGCCCACTG
TGGGTAGCAAGCTGCTCCGATGACAAAGAAAAGAAAGAAAAAAGCCAAAAGAAACCAGACAGAATCAAGCAGGGA
GCGATGAAGATAACTCCAAAAGAGAGCGAGAAGGACAGTAGGGTGAAGCCCCCTGACGCCACCATTGTGGTAGAGG
AGTCAAATA
TGTTCGGCGAAAGAGAGTCAATACACCCTCAATCAACGTTAAAACTACCACATGAGAGAGGAAAAAATGATATCCCC
ACCAATTTGGCATCCCTACCTAGGAAAGGTGACTGCAGGTCAGGCAATATTAGAGGGCCTGTAAGTGGCATCTATGT
AAAACCAGGACCGCTATTTTATCAAGACTACACTGGACCAGTCTACCATAGGGCCCCACTGGAACTCTTCGAAGAAG
GGTCTATGTGTGAAACAACTAAAAGGATTGGGAGGACAACTGGTAGTGACGGTAAGCTGTACCACATTTATGTGTGC
ATAGATGGATGTATATTAGTAAAAAGCGCCACAAGAAACCACCAGAAAATACTCAGATGGGTACACAACAAACTCG
AATGCCCTCTGTGGGTAGCAAGTTGCTTTGATACAAAAGGAGAGGGTGCGATAAAAAAACAACAGAAACCAGACAG
GATGGAAAAGGGGGGCATGAAGATAACACCTAAGGAAACTGAGAA
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Bu diziler GenBank’ta var olan diger diziler ile NCBI Blast programinda
karsilatirilarak yiizde benzerlikleri belirlenmistir (Tablo 9).

Tablo 9: Npro bolgesi ¢ogaltilan 6rneklerin GenBank’ta yer alan diger 6rnekler ile ylizde benzerlikleri

Ornek Benzer oldugu NP™ gen bolgesi GenBank  Ortiisme Benzerlik
No No (%) (%)
44 Border disease virus strain JS12/04 KC537789 100 80,52
Border disease virus strain AH12-01 JQ946320 100 79,45
Border disease virus strain JSLS12-01 KC963426 100 76,87
78 Pestivirus Burdur/05-TR KM408491 99 80,80
Pestivirus strain Aydin/04-TR JX428945 99 78,95
Border disease virus BDV/Burdur/05-TR EU930015 95 79,13
186 Pestivirus Burdur/05-TR KM408491 100 80,75
Pestivirus strain Aydin/04-TR JX428945 100 80,26
Border disease virus BDV/Burdur/05-TR  EU930015 99 79,74
293 Bovine viral diarrhea virus 1 isolate H- AY323888 100 90,10
645/97
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate M- AY323890 100 89,90
573/99-15
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate V- AY323886 100 89,90
804/98
Filogenetik Agac

Calismada sekans analizi yapilan 6rneklerin yakin iligkili oldugu viriis gruplar ile
filogenetik benzerlikleri belirlenmistir. Elde edilen dendogram’a gore Trabzon/Tonya’ya
ait 44 numarali, Sinop/Merkez’e ait 78 numarali ve Tokat/Almus’a ait 186 numarali
koyun abort materyallerinden elde edilen viruslar BDV olarak tespit edilmistir. Bunun
yani sira dendogram incelendiginde Amasya/Merzifon’a ait 293 numarali sigir abort

materyalinden elde edilen virus BVD olarak tespit edilmistir (Sekil 9)
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_471258050
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHJDUZXZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_444247357
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHJDUZXZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_530537834
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHEEK98T015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_747172950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM408491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GHEEK98T015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHEEK98T015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_406829608
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHJXAMAE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_208657433
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_747172950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHEEK98T015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_406829608
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GHJXAMAE015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_208657433
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32745937
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32745937
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32746047
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32746047
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32745763
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32745763

g4 Border disease virus strain J512/04 polyprotein gene (KC537789)
E Border disease virus strain JSLS12-01 polyprotein gene (KC963426)
Border disease virus strain AH12-01 polyprotein gene (JQ946320)

Border disease virus strain Gifhorn genotype 3 (KF925348)
W 44 (HK6B1)
Border disease virus isolate R4785/06 (MF102260)

75 4|7—Bnrderdisease virus strain X818 (AF037405)
100 Border disease virus gene for polyprotein strain: FNK2012-1 (AB837785)
Border disease virus strain Aveyron (KF918753)
Border disease virus strain H2121 (Chamais-1) (GU270877)
Pestivirus reindeer-1 V60-Krefeld (AF144475)
Border disease virus 712/02 partial Npro gene (AJ829444)
Classical swine fever virus isolate CSFV 2.3 wb CSF1045 2009 Roesrath T3 (LT593758)

{ Tunisian sheep virus SN3G nonstructural protein Npro gene (AF462010)

100 W 186 (YKB0)
% { B 75 (AA55)
9q| ——————— Pestivirus strain Aydin/04-TR (JX428945)

a0 Pestivirus Burdur/05-TR (KM408491)
100 L Border disease virus BOV/Burdur/05-TR nonfunctional polyprotein (Npro) gene (EU930015)

I

I

94

Bovine viral diarrhea virus 3 strain JS12/01 polyprotein gene (JQ951951)
10071 Bovine viral diarrhea virus 3 strain LVRI/cont-1 (KC297709)
|— Bovine viral diarthea virus 3 strain PB22487 (KYT762287)
100 r Bovine viral diarthea virus-2 polyprotein gene (AF104030)
| 100 Bovine viral diarrhea virus 2 isolate 3709 nonstructural protein (Npro) gene (AY735474)
Bovine viral diarthea virus 2 isolate 17237 polyprotein gene (EU7476875)
W 293 (SG35)

Bovine viral diarthea virus 1 isolate M-573/99-15 polyprotein gene (AY323850)
100 Bovine viral diarrhea virus 1 isolate H-645/97 polyprotein gene (AY323888)
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Bovine viral diarrhea virus 1 isolate V-804/98 polyprotein gene (AY323886)

—
0.06

Sekil 9.0rneklerin filogenetik agac1. Dendogram MEGA 6.0 filogenetik programi kullanilarak neighbor-
joining (NJ) metodu ile yapilmistir (Tamura ve ark., 2011). Nodlarin yanindaki rakamlar seg-
bagla (bootstrap) degerlerini gdstermektedir. Seklin altindaki skala ise benzerlik derecesini
gostermektedir. CSFV: Rosrath(LT593758); BDV-1: X818(AF037405), FNK2012-
1(AB897785); BDV-2: V60(AF144475); BDV-3: JS12/04(KC537789), JS12-01(KC963426),
AH12-01(JQ946320), Gifhorn(KF925348); BDV-4: H2121(GU270877); BDV-5:
Aveyron(KF918753); BDV-7:  Aydin/04-TR(JX428945), Burdur/05-TR(KM408491),
BDV/Burdur/05-TR(EU930015); BDV-8: R4785/06(MF102260); BDV-lItaly:
712/02(AJ829444); BDV-Tunisia: SN3G(AF462010); BVDV-1: M-573/99-15(AY323890), H-
645/97(AY323888), V-804/98(AY323886); BVDV-2: Giessen-1(AF104030), 3709(AY735474),
17237(EU747875); BVDV-3: JS12/01(JQ951951), LVRI/cont-1(KC297709),
PB22487(KY762287). BDV-6 i¢in NP gen bolgesi sekansina ulagilamamistir. Bu tez
caligmasinda 44(HK61), 78(AA55), 186(YK60), 293(SG35) numarali drneklerden elde edilen
viruslarin  sirasiyla Genbank erigim numaralari: MN102085, MN102086, MN102087,
MN102088.
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5. TARTISMA

Kiigiik ruminantlarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan pestivirus
enfeksiyonlart ile ilgili tilkemizde (Sinop, Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize,
Amasya, Tokat, Sivas, Kayseri, Erzurum, Van, Siirt, Corum, Aydin, Burdur, Kirikkale),
BDYV ve BVDV ayrimi yapilmaksizin ortak antijene karst hazirlanmis pestivirus ELISA
Kitleri ve panpesti primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR testleri ile yapilan
arastirmalarda koyunlarda % 0,9-78,5 arasinda degisen oranda enfeksiyon prevalansi
bildirilmistir (Burgu ve ark., 1987; Cokgaliskan, 2000; Burgu ve ark., 2001; Ataseven
ve ark., 2006; Okur Gumusova ve ark., 2006; Giir, 2009; Hasircioglu ve ark. 2009;
Albayrak ve ark., 2012; Yazict ve ark., 2012).Diinyada ELISA ve RT-PCR testleri ile
yapilan arastirmalarda ise (Avrupa, Hindistan, Japonya, Cin, Kuzey Amerika,
Avustralya ve Yeni Zelanda)koyunlardabildirilen pestivirus prevalansi ise % 5-88’dir.
(Nettleton ve Willoughby, 2010; Garcia-Perez, 2010; Giangaspero ve ark., 2011; Li ve
ark., 2013a). Calismamizda ise koyun, kegci ve sigir numunelerine uygulanan Ag-ELISA
testi sonunda pestivirus prevalansi sigirda % 50,28, koyunda % 58 ve kecide % 55
oraninda belirlenmistir.

Garcia-Perez ve ark. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada 25 koyun siiriisiinden
toplanan abort olmus 67 fotus 6rneginde pestivirus Ag-ELISA ve panpesti primerleri
kullanilarak yaptiklari RT-PCR uygulamasi ile pestivirus varligini karsilastirmali olarak
arastirmiglar ve Ag-ELISA testi ile %41,4, RT-PCR testi ile ise %7,9 oraninda pozitiflik
tespit etmigler ve bir siirideki pestivirus varligini dogrulamak i¢in hangi teknigin
kullanilacaginin mevcut orneklerin tiiriine gore segilmesi gerektigini ve Ag-ELISA
uygulamasimin viral RNA’nin stabilitesini etkileyebilecek belirli bir otoliz derecesine
sahip fotuslar veya olii dogumlar i¢in alternatif olabilecegini vurgulamislardir. Ayrica
OIE 2017 yii BDV mauneline gore de Ag-ELISA, akut BDV enfeksiyonlarin
saptamada yeterli degildir (OIE, 2017). Bu tez ile de Garcia-Perez ve ark. (2009)
tarafindan bildirilen sonuglara benzer olarak pestivirus pozitifligi, Ag ELISA ile %
50,26, panpestivirus primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR testi ile ise %1,27 oraninda
bulunmus ve abort materyallerinde panpestivirus primerleri ile yapilan RT-PCR
testlerinin kullaniminin daha uygun oldugu sonucu dogrulanmastir.

BDV, neden oldugu kongenital anomaliler ve persiste enfeksiyonlar agisindan

koyun ve keg¢i popiilasyonlari i¢in O6nemli bir risk olusturmanin yani sira sigir
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popiilasyonlarinda saptanan pestivirus enfeksiyonu igin de dnemli bir risktir. Yapilan
son calismalar BDV’nin koyunlardan sigirlara da bulasabildigini, gebe hayvanlarda
abort ve persiste enfeksiyonlara ve bogalarda infertiliteye sebep olabildigini ortaya
koymus, hatta BVDV’nin eradike edilebilmesi igin sigirlarda BDV varliginin
belirlenmesinin gerekliligini vurgulamistir (McFadden ve ark., 2012; Elvira-Partida ve
ark., 2017). Diinyada (ABD, Ingiltere, Avustralya, Yeni Zelanda, Isvicre, Avusturya,
Ispanya, Fransa, Almanya, Macaristan, Cin)BDV’ ye yonelik spesifik primerlerle
koyunlarda yapilan ¢aligmalarda ise enfeksiyonun prevalansi % 5-50 arasinda degisen
oranlarda belirlenmistir (Becher ve ark., 1994; Sullivan ve ark., 1997; Vilcek ve ark.,
1997; Vilcek ve ark., 1998; Becher ve ark., 2003; Stalder ve ark., 2005; Kramette-
Froetscher ve ark., 2007; Dubois ve ark., 2008; Valdazo-Gonzalez ve ark. 2008; Liu ve
ark.2013; OIE, 2017).Karadeniz Bolgesi’nde (Samsun, Sinop, Amasya, Giresun, Ordu,
Trabzon, Tokat, Rize, Sivas) Albayrak ve ark. (2012), ise 37 koyun abort materyalinden
panpesti generik primerleri (324/326) kullanilarak RT-PCR ile % 91,9 ve 2 keci abort
materyalinin tamaminda (% 100) pestivirus pozitifligi tespit etmislerdir. Tirkiye’de
yapilan bir arastirmada Goktuna ve ark. (2017) BDV’nin koyun abort materyallerinde
tespiti amaciyla yapilan Ag—ELISA uygulamasi ile pozitif tespit edilen 5 6rnekten
birinde, pestivirus ve BDV yoniinden PCR negatif sonug elde etmislerdir. Yazici ve ark.
(2012), 2009 yilinda Karadeniz Bolgesi’'nde yapmis olduklar: ¢calismada 13 adet aborte
koyun fotusunda BDV varligini arastirmis ve 11 6rnekte BDV pozitiflik tespit etmistir.
Tiirkiye’de yapilmis en kapsamli BDV varlig1 arastirmasi olan bu ¢alismada spesifik
BDV primerleri ile yapilan RT-PCR testi sonunda ise, 3 koyunda (% 3) BDV varlig1
ortaya konurken, kegilerde BDV yo6niinden pozitiflik tespit edilememistir.

BVDV koyunlarda yaygin gérinmesine ragmen sigirlarda BDV’nin dogal
enfeksiyonuna nadiren rastlanmaktadir (Strong ve ark., 2010). Sigirlarda BDV ile ¢ok
az dogal enfeksiyon tespiti vardir. Bunlardan biri, Snowdon'un (1973) diger siir
izolatlarindan antijenik olarak tarif edildigi ve daha sonra Becher ve ark. (1997)
tarafindan BDV olarak genotiplendirdigi Avustralya’da elde edilen V / TOB izolatidir.
Ayrica, Avusturya'da rutin testler sirasinda BVDV kontrol programinin bir pargasi
olarak sigirlarda bir BDV wvakasi tanimlanmistir. Arastirmacilarin elde ettikleri
izolatlardan birini, NP ve 5’UTR bolgelerinden yapilan sekans analizinde BDV-3

olarak belirlemistir (Hornberg ve ark., 2009). Bu tez ¢alismas: ile Tiirkiye’de ilk defa
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sigir abort materyallerinde BDV PBD1 ve PBD2 primerleri ile yapilan konvansiyonel
RT-PCR uygulamasi ile aragtirilmis ve 1 sigir abort materyalinde pozitiflik saptanmustir.
Boylece bu ¢alisma ile Tirkiye’ de sigir abortlarinda BDV varligi (%0.52) ilk kez
ortaya konmustur.

Karadeniz Bolgesi’nde BDV tip spesifik primerler kullanilarak keci abort doku
ve organlarinda BDV pozitif bildirilmis bir ¢caligmaya rastlanilmamistir. Tiirkiye’de ise
Oguzoglu ve ark. (2009) RT-PCR ile Burdur yo6resinde 3 keg¢ide BDV pozitiflik tespit
etmislerdir. Bu arastirmada ise spesifik BDV primerleri ile yapilan RT-PCR testi
sonucu ke¢i abortlarinda BDV varligina rastlanilmamuistir.

Son yillarda BDV tespiti yan1 sira birgok iilkede BDV saha izolatlarinin
genotiplendirmesi de yapilmis ve bu c¢alismalar sonunda, ABD’de, Ingiltere’de,
Avusturalya’da ve Yeni Zelanda’da koyunlarda BDV-1, Almanya’da ruminantlarda
BDV-2, isvicre’de koyunlarda, Avusturya’da koyun ve kegilerde, Fransa’da koyunlarda
ve Cin’de kegilerde BDV-3, Ispanya’da kegilerde BDV-4 ve Fransa’da koyunlarda
BDV-5 ile BDV-6 genotipleri bildirilmistir (Becher ve ark., 1994; Sullivan ve ark.,
1997; Vilcek ve ark., 1997; Vilcek ve ark., 1998; Becher ve ark., 2003; Arnal ve ark.,
2004; Stalder ve ark., 2005; Krametter-Froetscher ve ark., 2007; Dubois ve ark., 2008;
Li ve ark., 2013a). Ulkemizde Oguzoglu ve ark. (2009), BDV subgruplar1 igerisinde
simiflandirlamayan bir saha izolatt (BDV-7 olabilecegi diisiiniilmiis) belirlerken, Azkur
ve ark. (2011), koyunlardan izole ettikleri BDV genotiplendirmesinde virusun pestivirus
3 ile yakin iliskili oldugunu bildirmislerdir. Italya’dan koyun ve kegilerden izole edilen
pestivirusun BDV-7 oldugu bildirilmistir (Giammarioli ve ark., 2015; Peletto ve ark.,
2016). Italya’da bir kecide ve Isvigre’de koyun, kegi ve sigirda tespit edilen pestivirusun
BDV-8 oldugu belirlenmistir (Peterhans ve ark., 2010; Peletto ve ark., 2016). Etkili
asillama programi olmayan BD’den korunmak i¢in gereken enfekte hayvanlarin
belirlenmesi, sahadaki etkili genotiplerin ortaya konulmasi ve bunlara karsi asi
gelistirme ¢aligmalar1 yapilmahidir (Braun ve ark., 2015).

Tarihsel olarak pestiviruslar izole edildikleri hayvan tiirlerine gore
isimlendirilmislerdir. Ancak tiirler aras1 bulagma deneysel ve dogal olarak ispatlanmigtir
(Paton ve ark., 1995; Paton ve ark., 1997). BDV ile ilgili olarak filogenetik ¢alismalar
genel olarak 5’UTR ve NP bolgelerinin gogaltilmasi esasina dayanilarak virus

izolatlarini siniflandirirlar (Strong ve ark., 2010). Becher ve ark. (1995) ayritili bir
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filogenetik analiz i¢in 5’UTR bolgesindeki fragmanlarin ¢ok kiigiik olabildigini ve NP™
geninin pestivirus cinsi i¢erisindeki genetik iliskilerin arastirilmasi igin uygun oldugunu
kanmitlamiglardir. Yine Becher ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismaya gore kismi
5’UTR dizilerine dayanan filogenetik agaclarin istatistiksel analizleri, tiir iginde
kiimelenmenin ve bazi durumlarda pestiviruslarin tiirlere gore siniflandirilmasinin bile
belirsiz oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle tezde NP bolgesi hedef alinarak
sekanslama yapilmistir.

Oguzoglu ve ark. (2009) koyun ve kegilerde yapmis olduklari g¢alismada
Tiirkiye’de ilk defa BDV’nin molekiiler karakterizasyonunu yapmuislardir. Burdur ve
Aydin illerinde RT-PCR ile tespit ettikleri izolatlar1 BDV-7 genotipi olarak
belirlemislerdir. 5’UTR ve NP gen bolgeleri hedef alinarak yapilan sekans analizi
neticesinde BDV/Burdur/05/cp susu tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada bir koyundan
elde edilen izolat da ayni gen bolgeleri kullanilarak BDV/Aydin/04/ncp susu tespit
edilmistir. Arastirmacilar her iki susu da yeni bir genotip (BDV-7) olarak
degerlendirmislerdir. Tiirkiye’de BDV genotipi olarak BDV-7’nin yan1 sira Toplu ve
ark. (2012) da kii¢iikk ruminantlarda BDV-3 genotipini belirlemislerdir. Calismamizin
sonunda incelemenin yapildig illerde sirkiile olan BDV’nin molekiiler karakterizasyonu
yapilmis ve bu ¢aligmalara benzer olarak BDV-3 ve BDV-7 genotipleri belirlenmistir.

Trabzon/Tonya’dan identifiye edilen 44 numarali koyun abort materyalinden
yapilan sekans sonucuna gére BDV-3 ile % 80,52-76,87 arasinda benzerlik dikkati
cekmektedir. Ozellikle Li ve ark. (2013a) tarafindan 2013 yilinda Cin’de bir keci
stirisiinden izole ettikleri JS12/04 ve AH12-01 susuyla yakin iligkili bulunmustur.

Sinop/Merkez’den identifiye edilen 78 numarali koyun abort materyalinden
yapilan sekans sonucuna gore Oguzoglu ve ark. (2009)’nin izole ettikleri Pestivirus
Burdur/05-TR ve Pestivirus strain Aydin/04-TR suslarina % 80,80-79,13 arasinda
benzerlik dikkati ¢ekmektedir. Tokat/Almus’tan identifiye edilen 186 numarali koyun
abort materyalindenyapilan sekans sonucuna gore Oguzoglu ve ark. (2009)’nin izole
ettikleri Pestivirus Burdur/05-TR ve Pestivirus strain Aydin/04-TR suslarma % 80,75-
79,74 arasinda benzerlik dikkat ¢ekmektedir. Her iki virus da BDV-7 genotipi olarak
belirlenmistir.

Amasya/Merzifon’dan identifiye edilen 293 numarali sigir abort materyalinden

yapilan sekans sonucuna gére BVDV-1 ile % 90,10-89,90 arasinda benzerlik dikkati
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cekmektedir. Toplak ve ark. (2004) tarafindan Slovenya’da yapilan ¢alismada sigir
stirisiinden izole ettikleri H-645/97 ile ¢ok yakin iligkili (%90) oldugu sekans analizi ile
belirlenmistir. Ayrica Yesilbag ve ark. (2008)’nin sigirdan elde ettikleri TR28NEU
izolat1 ile % 89,27 oraninda benzerlik dikkati ¢cekmektedir.

293 numarali sigir abort materyalinde PBD1-PBD2 ve BD1-BD2 primerleri ile
yapilan RT-PCR sonucu pozitif bulunmasina ragmen yapilan sekans analizi sonucunda
BVDV-1 ile daha ¢ok benzerlik gostermistir. Hem BDV’de hem de BVDV’de NP
bolgesinin bulunmasi her iki virusun da yakin iliskili olmasi nedeniyle yapilacak PCR
calismalarinda 6zellikle daha spesifik primer ve probe dizaynlarinin yapilarak tespitine
gidilmesi Onem arz etmektedir. Ayrica Genbankta sigirlardan elde edilen BDV
izolatlarinin NP bolgesine ait sekanslamalar sinirli sayidadir. RT-PCR uygulamasi
neticesinde bulunan pozitif Orneklerden kesinlikle sekans analizi yapilarak
dogrulanmalidir. Ciinkii hem koyunlarda BVDV’nin varligi hem de sigirlarda BDV’nin
varlig1 gézoniine alindigi her iki virusun kesin ayirimi yapilacak olan sekans analizi ile
ortaya konabilir.

Pestiviruslar sadece sigir ve koyunlar arasindaki tiir bariyerini agmak ile
kalmaz, bunun yaninda yabani tiirlerin de dahil oldugu diger ruminantlar1 da enfekte
edebilirler (Passler ve Walz, 2010). Evcil hayvanlarda tiirler arasi enfeksiyonun
genellikle sigirlardan koyunlara gectigi bildirilmektedir (Carlsson ve Belak, 1994;
Loken, 1995; Krametter-Froetscher ve ark., 2008; Danuser ve ark., 2009). Tam aksine
pestiviruslarin koyunlar ile sigirlara bulastigi nadiren bildirilmistir (Becher ve ark.,
1997; Cranwell ve ark., 2007;Krametter-Froetscher ve ark., 2008; Hornberg ve ark.,
2009). Seropozitif olan koyunlarla birlikte tutulan buzagilarda BDV’ye karsi direkt
olarak antikor olustugu gosterilmistir (Krametter-Froetscher ve ark., 2008). Sigirda
BDV ile enfeksiyonun klinik belirtileri ile ilgili bilgiler nadirdir (Marco ve ark., 2007;
Marco ve ark., 2011). Braun ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 deneysel bir ¢aligmada iki Pl
koyun buzagilarla birlikte tutulmustur. Bu amacla 1 yash ve 3 aylik yasta iki koyun
kullanilmis olup her iki koyunda BDV’nin klinik bulgulart (tremor, ataksi)
gozlemlenmistir. Her iki hayvanin pestivirus yoniinden pozitif oldugu immunohistolojik
arastirma ve RT-PCR uygulamasi ile tespit edilmistir. Ayrica pestivirus antikor
yoniinden de negatif olduklar tespit edilmistir. Koyunlarin 16kositinden izole edilen

virus tekrarl olarak koyun sinovial membran hiicre hattinda kiiltiire edilmistir. Yapilan

50



sekans analizi neticesinde viruslarin BDV tiiriine ait oldugu teyit edilmistir (CH-R4786
ve CH-R4785 suslar1). Ayni zamanda CH-R4786 susunun deneysel calismada tek doz
inokulasyon i¢in kullanilmasina karar verilmistir. Bu amagla iki deney grubu
olusturularak oral olarak virusun inokule edilecegi buzagilar 17 giin Pl koyunlarla
beraber 30 giin karantina altinda tutulmustur. Hayvanlar satin alinmadan oOnce ve
karantina sonunda pestivirus antijeni ve antikoru yoniinden negatif olduklari tespit
edilmistir. Cesitli irklardan 7 buzagiya (4 erkek, 3 disi) BDV (4,8 ml doz) oral yolla
inokule edilmistir. Yine ¢esitli irklardan 9 erkek buzagi da 72 giin boyunca PI
koyunlarla tutulmistir. Oral olarak asilanan yedi buzagidan dordii enfeksiyon sonrasi 2.
giinde istah azalmasina karsin bu durum PI koyunlarin kullanildigi grupta 6 giinde
dokuz buzagin iiglinde gozlemlenmistir. Her iki grupta da viicut sicakligi >39,5 °C’lik
gecici artislar kaydedilmistir. PI koyunlarla tutulan tiim buzagilarda agiz mukozasinda
3-17 giin arasinda erozyon gozlenmis olup bu durum oral yolla inokulasyon yapilan 7
buzaginin dordiinde gozlemlenmistir. Her iki grupta da kan ve nazal svab 6rneklerinden
viral RNA tespit edilemezken sadece PI koyunlarla tutulan 6 buzagida antikor artis1 Ab-
ELISA ile tespit edilmistir.

Krametter-Froetscher ve ark. (2010) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada ise
47-73 giinliik gebe olan 8 diive saha kosullarinda PI koyunlarla dogal temas saglanmasi
amaciyla birlikte tutmuslar ve klinik olarak takip etmislerdir. Dort diivede viicut
sicakligindaki hafif artigin yani sira, herhangi bir klinik enfeksiyon goézlenmemistir.
Ancak Pl koyunlar ile BDV’ye maruz kaldiktan 54 ile 202 giin arasinda 5 hayvanda
gebelik sonlandirimistir. BDV RNA dort diivenin fotiisiinde ve besinci diivenin
plasentasinda RT-PCR ile tespit edildi ve BDV-3 olarak tiplendirilmistir. Ancak
diivelerin higbirinde (kan, svab ve siit 6rneklerinde) BDV RNA tespit edilememistir.
Dogan buzagilardan sadece birinde 16kosit 6rneginde BDV RNA tespit edilmistir ancak
6liimiinden sonra organlarinda viral RNA tespit edilememistir. Gomez-Romero ve ark.
(2018)’nin yapmis olduklart ¢alismada ise daha 6nceden %67,1 BVDV seroprevalans
bulunan sigirlar siiriilerinden topladiklart 402 serum Orneginde 5’UTR bdlgesi hedef
alinarak yapilan filogenetik analizde 3 serum 6rneginde BDV-1 genotipi tespit edilmis
olup klinik olarak da herhangi bir semptomun gozlenmedigi bildirilmistir. Cranwell ve
ark. (2007) klinik olarak sigirlarda BDV enfeksiyonunun BVDV enfeksiyonlara benzer

oldugunu bildirmislerdir.
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Strong ve ark. (2010) 2006-2008 yillar1 arasinda 5 sigirdan izole edilen ve
BVDV oldugu diistiniilen pestiviruslarmyapilan RT-PCR ve sekans analizi ile BDV-1
oldugunu tespit etmislerdir. Calismada filogenetik analiz i¢in NP gen bolgesini hedef
alan primerler kullanilmistir.  Arastirmacilar bu bulgularm, sigirlarin BDV
enfeksiyonuna karsi varsayilan dogal direncinin artik gecerli olmadigini gdsterdigini
vurgulamiglardir. Bunun bir sonucu olarak BVD teshis deneylerinin BDV'yi de tespit
edebilme yetenekleri acisindan kontrol edilmesi gerektigi ve ayrica organize BVD
kontrol programlar1 olan alanlarda sigirlarla temas edebilecek olan koyunlardaki BDV
durumunun izlenmesi gerekliliginin alt1 ¢izilmistir. Ayrica arastirmacilara gore
pestiviruslarintiirlerinin  belirlenmesinde RT-PCR yaninda kismi sekans yapilmasi
gerekmektedir.

Bu ¢alismada Willoughby ve ark. (2006) tarafindan ovine pestiviruslarin Real-
Time RT-PCR yontemi ile tespit edilmesi amaciyla NADL genomu hedef alarak dizayn
ettikleri BDVS7F ve BDV237R primerleri ile BDV136T probe kullanilmistir. Ancak
Trabzon/Tonya’dan tespit ettigimiz 44 numarali koyun abort materyalinden saptanan
BDV-3 genotipi Real-Time RT-PCR ile tespit edilirken konvansiyonel PCR
uygulamasinda PBD1 ve PBD2 primerleri ile sirasiyla 78, 186 ve 293 numarali abort
materyallerinden tespit etigimiz BDV Real-Time RT-PCR uygulamas: ile tespit
edilememistir. Yapilan sekans analizi sonucunda 78 ve 186 numarali koyun abort
materyellerinde BDV-7 genotipi belirlendigi goz Oniine alindiginda séz konusu
primerler ve probun Tiirkiye’de sirkiile olan BDV-7 genotipinin tespit edilmesinde
basarisiz oldugu ¢alismamizda belirlenmis olup yerli izolatlarimizin niikleotid dizinleri
dikkate alinarak dizayn edilecek primer ve prob ile yeni bir Real-Time RT-PCR
panelinin gelistirilmesi gerekmektedir. Tespit edilen pozitif Orneklerin konfirme

edilmesi agisindan da sekans analizlerinin yapilmasi dnemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

BDV enfekte koyun ve kecilerin, persiste enfekte, yasam sansi az ve
enfeksiyonun siirekli tasiyicisi olan kuzu ve oglaklarin dogumuna sebep olmasinin
yanisira siiriilerde verim kayiplart olusturmasi, infertilite ve abortlar nedeniyle
ekonomik kayiplara sebep olmasi koyun ve keg¢i yetistiriciligi i¢in bu hastaligin 6nemini
ortaya koymaktadir. Ayrica son yillarda yurt disinda yapilan calismalarla varlig
sigirlarda da bildirilen BDV nin iilkemiz hayvancilig1 i¢in 6nemi daha da artmistir. Bu
calismada Ag-ELISA yontemi ile yaptigimiz genis ¢apli tarama sonucunda inceleme
yapilan illerdeki sigir abortlarinin % 50,26’s1, koyun abortlarinin % 58’1 ve kegi
abortlarinin % 55’inin pestivirus kaynakli oldugu saptanmustir. Pestivirus pozitif
numunelere uygulanan RT-PCR testi sonucu ise ke¢i abortlarinin BDV kaynakli
olmadigi ancak, sigir abortlarmn1 % 0,52°sinin ve koyun abortlarmin ise % 3’tniin
nedeninin BDV oldugu da belirlenmistir. Bu sonuglardan hareketle sigirlarda pestivirus
varlig1 arastirilirken BDV dikkate alinmali, koyun ve kegilerde de BVDV dikkate
alinmalidir. BVDV benzeri klinik semptomlar gostermesi ve her iki virusun yakin
iligkili olmas1 nedeniyle semptomlara bakilarak ve tek basina pestivirus kontrolleri ile
ayrimi yapilamayan BVD ve BDV enfeksiyonlariin kiigiik ruminantlarda oldugu gibi
sigirlarda da daha kapsamli arastirilmas: 6nerilmektedir.

Tez sonunda elde edilen bir diger bulgu, abort materyallerde pestiviruslarin
tespitinde Ag-ELISA testi yerine daha duyarli bir test olan RT-PCR testinin
kullanilmasi gerektigidir.

Tezin ulastig1 bir diger 6nemli veri ise, Real-Time RT-PCR ig¢in kullanilan
primer ve problarin Tiirkiye’de sirkiile olan BDV-7 yi tespit etmede yetersiz kaldigidir.
Dolayisiyla yerli suslarimiz kullanilarak yapilacak primer ve probe dizayni ile yeni bir
Real-Time RT-PCR panelinin optimize edilmesine ihtiya¢ olduguda bu c¢alismadan
cikarilacak Oonemli bir sonugtur. Ayrica ¢aligmalarda saptanan BDV pozitifliklerinin
hem koyun ve kegilerden hem de sigirlardan sekans analizi ile konfirmasyonunun
saglanmas1 gerektigi, boylece sirkiile olan genotipin belirlenmesi agisindan 6nemli
verilere ulagilacagi da unutulmamalidir.

Sonu¢ olarak BDV ile miicadelede genis kapsamli bir eradikasyon programi
yapilmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de BDV ile ilgili herhangi bir eradikasyon stratejisi

bulunmamaktadir. BDV varlig1 tespit edilen siiriilere karantina uygulamasi ve PI
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hayvanlarin tazminath kesimi gibi uygulamalarin getirilmesi hastalikla miicadele igin
gereklidir. Aksi takdirde BDV’nin mutasyona yatkin olmasi ve tiirler arast bariyeri
asma yetenegi ile sadece koyun ve kegilerde degil sigirlarda da potansiyel bir tehlike
olacagi unutulmamalidir. Ayrica Tarim ve Orman Bakanligi’nca her yil ilan edilen
“lhbari Mecburi Hastaliklar Listesi” giincellenerek Border Disease hastaliginin
eklenmesiyle BDV varligiyla ilgili Tiirkiye’de daha saglikli verilerin elde edilmesi ve
enfekte siiriilerin takibinin daha siki bir sekilde yapilmas1 miimkiindiir. Hem Il ve lge
Tarim ve Orman Midirlikkleri’nde gorevli Veteriner Hekimlerin hemde serbest
Veteriner Hekimlerin BDV ile ilgili daha fazla bilgilendirilmeleri, boyleceyetistiricilere
border disease hakkinda gereken egitimi vermelerinin saglanmasi hastalikla miicadele

i¢in 6nemlidir.
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EKLER

Ek-1. 44 nolu izolatin kismi DNA dizisi ve bu dizinin kismi protein dizisine
cevrilmis hali

3 GGG GTC AAA GAA CCT GTT TAT GAC ATC GTG GGT GAC CCC CTA TTT 47
1 Gly Val Lys Glu Pro Val Tyr Asp Ile Val Gly Asp Pro Leu Phe 15
48 GGT GAA AAA AGC ACA ATA CAC CCA CAA GCA ACC CTC AAA TTG CCA 92
16 Gly Glu Lys Ser Thr Ile His Pro Gln Ala Thr Leu Lys Leu Pro 30
93 CAT GAT AGA GGT GGT GCC GAG GTT AGA ACA ACT GTG AAG GAT TTG 137
31 His Asp Arg Gly Gly Ala Glu Val Arg Thr Thr Val Lys Asp Leu 45

138 CCC AAA AAA GGC GAC TGC AGA AGT GGG AAC AAC CGA GGT CCT GTA 182
46 Pro Lys Lys Gly Asp Cys Arg Ser Gly Asn Asn Arg Gly Pro Val 60

183 AGC GGC ATA TAC ATC AAG CCT GGG CCA GTG GTG TAC CAG GAC TAT 227
61 Ser Gly Ile Tyr Ile Lys Pro Gly Pro Val Val Tyr Gln Asp Tyr 75

228 ATA AAA CCA GTA TAC CAT AGA GCC CCA TTG GAA CTC TGT TCC GAG 272
76 Ile Lys Pro Val Tyr His Arg Ala Pro Leu Glu Leu Cys Ser Glu 90

273 ACA CAG TTC TGT GAA GTC ACC AAG AGG ATA GGG AGG GTT ACT GGC 317
91 Thr Gln Phe Cys Glu Val Thr Lys Arg Ile Gly Arg Val Thr Gly 105

318 AGC GAT GGT AGG CTG TAT CAC CTG TAT GTC TGT ATA GAT GGA TGC 362
106 Ser Asp Gly Arg Leu Tyr His Leu Tyr Val Cys Ile Asp Gly Cys 120

363 ATA TTG CTG AGA ACA GCA AGC AGA GTT GGC CAA AAA ACG CTA AAA 407
121 Ile Leu Leu Arg Thr Ala Ser Arg Val Gly Gln Lys Thr Leu Lys 135

408 TGG ACC CAT AAT GTT TTG GAC TGC CCT CTC TGG GTC ACG AGT TGC 452
136 Trp Thr His Asn Val Leu Asp Cys Pro Leu Trp Val Thr Ser Cys 150

453 TCT GAC GAC GGC AAG AGC AAA GAA TCA AGT GAC AAG AAA CCG GAC 497
151 Ser Asp Asp Gly Lys Ser Lys Glu Ser Ser Asp Lys Lys Pro Asp 165

498 AGG GTT AAA CGG GGA GTT ATG AAG ATA GCA CCT AAG GAA AGT GAA 542
166 Arg Val Lys Arg Gly Val Met Lys Ile Ala Pro Lys Glu Ser Glu 180

543 AAA GAT AGT AGG TCC AAG CCA CTC CGA CGC CAC --- 578
181 Lys Asp Ser Arg Ser Lys Pro Leu Arg Arg His XXX 191
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Ek-2: 78 nolu izolatin kismi DNA dizisi ve bu dizinin kismi protein dizisine
cevrilmis hali

1 TGC TGT ACA TGG CAC ATG GAG TTG ATC AAT TTT GAA TTT TTA TGC 45
1 Cys Cys Thr Trp His Met Glu Leu Ile Asn Phe Glu Phe Leu Cys 15
46 AAA ACA AGC AAA CAA AAA CCA GCA GGA GTG GAG GAG CCT GTG TAC 90
16 Lys Thr Ser Lys Gln Lys Pro Ala Gly Val Glu Glu Pro Val Tyr 30
91 GAT TAC ATG GGG AAG CCC CTG TTC GGG GAG GCC AGC GAG ATA CAC 135
31 Asp Tyr Met Gly Lys Pro Leu Phe Gly Glu Ala Ser Glu Ile His 45

136 CCG CAG TCA ACC CTG AAG TTG CCG CAT GAC AGA GGC CGG GCC GAG 180
46 Pro Gln Ser Thr Leu Lys Leu Pro His Asp Arg Gly Arg Ala Glu 60

181 GTG AGG ACC ACT TTG AAA GAG CTT CCT CGA AAA GGA GAC TGT AGG 225
61 Val Arg Thr Thr Leu Lys Glu Leu Pro Arg Lys Gly Asp Cys Arg 75

226 AGT GGC AAT TGT TTA GGC CCA GTC AGT GGA ATA TAC ATA AAA CCG 270
76 Ser Gly Asn Cys Leu Gly Pro Val Ser Gly Ile Tyr Ile Lys Pro 90

271 GGC CCT GTA TAC TAC CAG GAT TAT AAA GGT CCA GTT TAC CAA AGA 315
91 Gly Pro Val Tyr Tyr Gln Asp Tyr Lys Gly Pro Val Tyr Gln Arg 105

316 GCA CCG CTA GAA CTC TTT ACC GAG GTC CAG TTC TGT GAG GTT ACC 360
106 Ala Pro Leu Glu Leu Phe Thr Glu Val Gln Phe Cys Glu Val Thr 120

361 AAG AGG ATT GGA AGG GTG ACT GGG AGT GAC GGA CAA CTC TAC CAC 405
121 Lys Arg Ile Gly Arg Val Thr Gly Ser Asp Gly Gln Leu Tyr His 135

406 TTA TAT GTT TGC ATA GAT GGG TGT GTA CTG GTA AAA TTG GCT AAA 450
136 Leu Tyr Val Cys Ile Asp Gly Cys Val Leu Val Lys Leu Ala Lys 150

451 AGG AGT GTG AGT AAA ACT CTC AAG TGG GTA AAG AAC ACC ATG GAT 495
151 Arg Ser Val Ser Lys Thr Leu Lys Trp Val Lys Asn Thr Met Asp 165

496 AGC CCA CTG TGG GTA GCA AGC TGC TCC GAT GAC AAG GAA AAA AAC 540
166 Ser Pro Leu Trp Val Ala Ser Cys Ser Asp Asp Lys Glu Lys Asn 180

541 CAG AAG AAA CCA GAC AGA ATC AAA CAG GGG GCA ATG AAG ATA ACT 585
181 Gln Lys Lys Pro Asp Arg Ile Lys Gln Gly Ala Met Lys Ile Thr 195

586 CCG AAA GAG AGC GAG AAA GAC AGT AAA GTG AAG CCC CCT GAC GCC 630
196 Pro Lys Glu Ser Glu Lys Asp Ser Lys Val Lys Pro Pro Asp Ala 210

631 ACC ATC GGG T-- 642
211  Thr Ile Gly XXX 213

70



Ek-3: 186 nolu izolatin kismi DNA dizisi ve bu dizinin kismi protein dizisine
cevrilmis hali

1 TAC CAA ACA GGT AAA CAA AAA CCA GCA GGA GTG GAG GAG CCT GTG 45
1 Tyr Gln Thr Gly Lys Gln Lys Pro Ala Gly Val Glu Glu Pro Val 15
46 TAT GAC CAC ACG GGG AAA CCC CTG TTC GGG GAG GCT AGC GAG ATA 90
16 Tyr Asp His Thr Gly Lys Pro Leu Phe Gly Glu Ala Ser Glu Ile 30
91 CAC CCG CAG TCA ACC CTA AAG TTA CCA CAT GAT AGG GGC CGG GCC 135
31 His Pro Gln Ser Thr Leu Lys Leu Pro His Asp Arg Gly Arg Ala 45

136 GAG GTG AGG ACC ACT CTT AAA GAG CTT CCT CGT AAG GGG GAC TGT 180
46 Glu Val Arg Thr Thr Leu Lys Glu Leu Pro Arg Lys Gly Asp Cys 60

181 AGG AGT GGC AAT CAT TCA GGT CCA ATC AGT GGA ATA TAC ATA AAA 225
61 Arg Ser Gly Asn His Ser Gly Pro Ile Ser Gly Ile Tyr Ile Lys 75

226 CCA GGC CCT GTC TAC TAC CAA GAT TAT AAA GGT CCA GTC TAT CAC 270
76 Pro Gly Pro Val Tyr Tyr Gln Asp Tyr Lys Gly Pro Val Tyr His 90

271 AGA GCA CCG CTA GAA CTC TTT ACT GAG ACC CGG TTC TGT GAA GTT 315
91 Arg Ala Pro Leu Glu Leu Phe Thr Glu Thr Arg Phe Cys Glu Val 105

316 ACC AAG AGG ATC GGG AGG GTG ACT GGG AGT GAC GGA CAA CTC TAC 360
106 Thr Lys Arg Ile Gly Arg Val Thr Gly Ser Asp Gly Gln Leu Tyr 120

361 CAC TTA TAT GTC TGC ATA GAT GGG TGT GTA CTG GTA AAA TTG GCT 405
121 His Leu Tyr Val Cys Ile Asp Gly Cys Val Leu Val Lys Leu Ala 135

406 AAG AGG GGT GTG AGC AAG ACC CTC AAG TGG GTA AAG AAC ATC ATG 450
136 Lys Arg Gly Val Ser Lys Thr Leu Lys Trp Val Lys Asn Ile Met 150

451 GAT AGC CCA CTG TGG GTA GCA AGC TGC TCC GAT GAC AAA GAA AAG 495
151 Asp Ser Pro Leu Trp Val Ala Ser Cys Ser Asp Asp Lys Glu Lys 165

496 AAA GAA AAA AGC CAA AAG AAA CCA GAC AGA ATC AAG CAG GGA GCG 540
166 Lys Glu Lys Ser Gln Lys Lys Pro Asp Arg Ile Lys Gln Gly Ala 180

541 ATG AAG ATA ACT CCA AAA GAG AGC GAG AAG GAC AGT AGG GTG AAG 585
181 Met Lys Ile Thr Pro Lys Glu Ser Glu Lys Asp Ser Arg Val Lys 195

586 CCC CCT GAC GCC ACC ATT GTG GTA GAG GAG TCA AAT A-- 624
196 Pro Pro Asp Ala Thr Ile Val Val Glu Glu Ser Asn XXX 207
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Ek-4: 293 nolu izolatin kismi DNA dizisi ve bu dizinin kismi protein dizisine
cevrilmis hali

3 TTC GGC GAA AGA GAG TCA ATA CAC CCT CAA TCA ACG TTA AAA CTA 47
1 Phe Gly Glu Arg Glu Ser Ile His Pro Gln Ser Thr Leu Lys Leu 15
48 CCA CAT GAG AGA GGA AAA AAT GAT ATC CCC ACC AAT TTG GCA TCC 92
16 Pro His Glu Arg Gly Lys Asn Asp Ile Pro Thr Asn Leu Ala Ser 30
93 CTA CCT AGG AAA GGT GAC TGC AGG TCA GGC AAT ATT AGA GGG CCT 137
31 Leu Pro Arg Lys Gly Asp Cys Arg Ser Gly Asn Ile Arg Gly Pro 45

138 GTA AGT GGC ATC TAT GTA AAA CCA GGA CCG CTA TTT TAT CAA GAC 182
46 Val Ser Gly Ile Tyr Val Lys Pro Gly Pro Leu Phe Tyr Gln Asp 60

183 TAC ACT GGA CCA GTC TAC CAT AGG GCC CCA CTG GAA CTC TTC GAA 227
61 Tyr Thr Gly Pro Val Tyr His Arg Ala Pro Leu Glu Leu Phe Glu 75

228 GAA GGG TCT ATG TGT GAA ACA ACT AAA AGG ATT GGG AGG ACA ACT 272
76 Glu Gly Ser Met Cys Glu Thr Thr Lys Arg Ile Gly Arg Thr Thr 90

273 GGT AGT GAC GGT AAG CTG TAC CAC ATT TAT GTG TGC ATA GAT GGA 317
91 Gly Ser Asp Gly Lys Leu Tyr His Ile Tyr Val Cys Ile Asp Gly 105

318 TGT ATA TTA GTA AAA AGC GCC ACA AGA AAC CAC CAG AAA ATA CTC 362
106 Cys Ile Leu Val Lys Ser Ala Thr Arg Asn His Gln Lys Ile Leu 120

363 AGA TGG GTA CAC AAC AAA CTC GAA TGC CCT CTG TGG GTA GCA AGT 407
121 Arg Trp Val His Asn Lys Leu Glu Cys Pro Leu Trp Val Ala Ser 135

408 TGC TTT GAT ACA AAA GGA GAG GGT GCG ATA AAA AAA CAA CAG AAA 452
136 Cys Phe Asp Thr Lys Gly Glu Gly Ala Ile Lys Lys Gln Gln Lys 150

453 CCA GAC AGG ATG GAA AAG GGG GGC ATG AAG ATA ACA CCT AAG GAA 497
151 Pro Asp Arg Met Glu Lys Gly Gly Met Lys Ile Thr Pro Lys Glu 165

498 ACT GAG AA- 506
166 Thr Glu XXX 168
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Ek-5: Etik Kurul Raporu

T.C.
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI
Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirligi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Sayi: 19572899-48 Tarih:25.12.2018
Konu: Proje izni
Karar No:2018-/13-1

Ayhan AKMAN
Veteriner Hekim

Kurulumuza 19.12.2018 tarihinde sundugunuz “Karadeniz Bélgesindeki Ruminantlarda Border
Disease Epidemiyolojisi” konulu projeniz 25.12.2018 tarihli etik kurul toplantisinda gorustlmustar.

Orman ve Su [sleri Bakanliginca yayinlanan Resmi Gazetenin 15 Subat 2014 tarih ve 28914 sayili
Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmeliginin 8.maddesi k bendinin
2. Fikrasinda “Olii hayvan veya dokusu, mezbaha materyalleri, atik fetuslar, siit sagma, diski veya altlik
érnegi toplama, siiriintl ile 6rnek alma ile yapilan prosediirler” HADYEK iznine tabi degildir hitkmii
bulunmaktadir. Bu hikiim gergevesinde séz konusu projeniz icin Etik Kurul izninine gerek yoktur.
Enstitli Yerel Etik Kurulu Yonergesinin 5.16 maddesi geregince projenizin ylrdtilmesi kurul karari ile
uygun gorimustir.

Geregini rica ederim.
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