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OZET

SAMSUN ILINDE KESILEN SIGIR VE KOYUNLARDA SIGIR
PARAINFLUENZA VIiRUS TiP-3 GENOTIP C VARLIGININ SEROLOJIK
OLARAK ARASTIRILMASI

Sigirlarin solunum sistemi hastaliklart kompleksi bir ¢ok tilkede hayvancilik
enddistrisi i¢in 6nemli bir tehdittir. Sigir parainfluenza 3 virus bu kompleks i¢inde yer
alan patojenlerden birisidir ve BPI3VA, BPI3VB ve BPI3VC olarak bilinen 3 genotipi
vardir.

Amag: Gegmisten giiniimiize Tiirkiye’de BPI3V iizerine yapilan serolojik ¢aligmalar
BPI3VA kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu projede Tiirkiye’de ilk olarak BPI3V i¢in
farkli bir genotip kullanilarak serolojik calisma planlandi ve Samsun il sinirlart
icerisinde bulunan 5 ilgedeki resmi kesimhanelerde kesilen hayvanlardan alinan kan
orneklerinde Tirkiye’nin ilk yerli izolat1 olan BPI3VC’nin serolojisi sigirlarda ve
koyunlarda arastirildi.

Materyal ve Metot: Samsun ilinde bulunan 5 resmi kesimhaneden 302 sigir ve 344
koyun olmak tiizere toplam 646 kan 6rnegi toplandi ve Virus Notralizasyon Testi (VNT)
kullanilarak BPI3VC antikorlari i¢in test edildi.

Bulgular: Toplanan 646 serum oOrneginde %27,86 (180/646) oraninda BPI3VC
seropozitifligi tespit edildi. Tiirlere géore BPI3VC seropozitiflik oranlari ise sigirlar i¢in
%37,80 (112/302), koyunlar i¢in %19,77 (68/344) olarak bulundu.

Sonug¢: Bu ¢alismada Tiirkiye’de ilk olarak farkli bir BPI3V genotipi ile serolojik sonug
bildirildi. Elde edilen BPI3VC seropozitiflik oranlari, bu genotipin Tirkiye’de
dolasgimda oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde BPI3V i¢in kullanilan teshis kitleri ve
asilarin tamam1 BPI3VA kullanilarak hazirlanmasindan dolay1 bu yeni genotipin varligt
onemlidir. Elde edilen sonuglar 15181nda, Tiirkiye’de BPI3VA ve BPI3VC kullanilarak
bir serolojik tarama yapilarak genotip prevalanslarinin ve baskin genotipin varliginin
ortaya konulmasini 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: BPI3VC,; Koyun; Noétralizasyon; Sigir; Seroloji

Osman BAS, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun-Haziran-2019



ABSTRACT

SEROLOGICAL INVESTIGATION OF BOVINE PARAINFLUENZA VIRUS
TYPE-3 GENOTYPE C IN SLAUGHTERED CATTLE AND SHEEPS IN
SAMSUN PROVINCE

Bovine respiratory diseases complex is an important threatto the livestock
industry in many countries. Bovine parainfluenza 3 virus (BPI3V) is one of the
pthogens that taking part in this complex, andthere are 3 genotypes of this virus known
as BPI3VA, BPI3VB, and BPI3VC.

Aim: From past to present, all of the serological studies for BPI3V in Turkey has been
conducted by using BPI3V genotype. In this project a serological study for BPI3V was
plannedby employing different genotype, and blood samples were taken from
slaughtered animals at the official slaughterhouses of 5 different districts that located
within the borders of Samsun province, to investigate theTurkey's first indigenous
isolate of BPI3VC serologically in cattle and sheeps.

Material and Methods: A total of 646 blood samples were collected from 302 cattle
and 344 sheep from 5 official slaughterhouses in Samsun and were tested for BPI3VC
antibodies using Virus Neutralization Test (VNT).

Results: From 646 serum samples, 27,86% (180/646) detected as seropositive for
BPI3VC. BPI3VC seropositivity rates were 37,80% (112/302) for cattle and 19,77%
(68/344) for sheep.

Conclusion: In this study, serological results were reported for the first time by a
different genotype BPI3V in Turkey. The resulting BPI3VC seropositivity rates indicate
that this genotype is in circulation in Turkey. The presence of this new genotype is
important due to the fact that the diagnostic kits and vaccines currently used for BPI3V
are all prepared using genotype A. In the light of the obtained results, it is recommended
that the prevalences of genotypes, as well as the dominance of genotypes, should be
elicited with the serological screening by using BPI3VA and BPI3VC.

Keywords: BPI3VC; Cattle; Neutralization; Sheep; Serology

Osman BAS, Master Thesis

Ondokuz Mayis University—Samsun-Jun-2019
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SIMGELER ve KISALTMALAR
BAV-3 : Bovine Adenovirus tip 3

BRDC : Bovine Respiratory Disease Complex /Sigirlarin Solunum

Sistemi Hastalik Kompleksi

BRSV : Bovine Respiratory Synctycial Virus

BHV : Bovine Herpes Virus

BVDV : Bovine Viral Diaehhea Virus

CO2 : Karbondioksit

CPE . Spesifik sitopatik etki

dk : Dakika

DKID - Doku Kiiltiirii Enfektif Doz

DMEM : Dulbecco’s Modified Essential Medium

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immunsorbent Assay

F : Flizyon

FCS : Fotal Calf Serum

HN : Hemaglutinin-Noraminidaz

IBR/IPV . Infectious Bovine Rhinotracheitis / Infectious Bovine Vulvo
Vaginitis

M : Matriks

MDBK : Madin-Darby Bovine Kidney

ml > Mililitre

n| : Mikrolitre
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PCR

Ph

BPI3V

PZR

RIA

RNA

RPM

SN

SNT

SP

: Nanomikron

> Niikleoprotein

: Santigrat derece

: Fosfoprotein

: Polymerase Chain Reaction

: Ph degeri

: Bovine Parainfluenza 3 Virus
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Radioimmunassay

: Riboniikleik Asit

: Rotation Per Minute

: Seronegatif

: Serum Notralizasyon Testi

: Seropozitif
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1. GIRIS

Glinlimiizde hayvansal proteinler insan yasaminda 6nemli yer tutmaktadir.
Ozellikle kirmiz1 et ve siit protein degeri agisindan en énemli ve temel kaynaklar olarak
degerlendirilmektedir. Bu protein kaynaklarinin temininde énemli kaynaklar olan sigir
ve koyun yetistiriciligi tilkeler i¢in énemli bir endistri olusturmakta ve bu sektoérde
meydana gelen kayiplar iilke ekonomilerini olumsuz olarak etkilemektedir (Martin ve
ark., 1987). Ozellikle son yillarda hayvancilik ekonomisi i¢in sigirlari solunum sistemi
hastalik kompleksi (BRDC) 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Bu komlepks iginde
bakteriyel ve viral patojenler tek basina ya da kombine enfeksiyonlar olusturarak
ekonomik yonden onemli kayiplara yol agmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde BRDC
kaynakli enfeksiyonlar yillik 576 milyon euro olarak hesaplanmistir (Barret, 2000).
BRDC nedenli ekonomik kayiplar Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ekonomisine 1
milyar ABD$ hayvan kayiplarindan; 3 milyar ABDS$ ise koruma ve tedavi
masraflarindan ~ olmak {izere her yil ortalama 4 milyar ABD$ ekonomik yiik
getirmektedir (Griffin, 2006; Snowder ve ark., 2007). Bu maliyet i¢inde hayvan basina
tedavi gideri 15,60 ABDS$ olarak hesaplanmistir; ancak profilaksi maliyetleri,
beslenme verimliliginin ve karkas degerinin azalmasi ile meydana gelen kayiplar
eklendiginde BRDC nedenli kayiplarin hayvan basi maliyeti 92,30 ABD$ olarak tahmin
edilmektedir (Schneider ve ark., 2009). BRDC nedenli enfeksiyonlarin Ingiltere
ekonomisine yiikii yillik 60 milyon sterlin olarak hesaplanmaktadir (Nicolas, 2011;
NADIS, 2007). Brezilya i¢in hayvan basina bu rakamlar tedavi, korunma, beslenme
verimligi ve karkas deger kaybi olarak hesaplandiginda toplam 118.28 ABDS$ olarak
hesaplanirken 6limler ile maliyet 558,86 ABD$ ulasmaktadir (Baptista ve ark., 2017).

BRDC iginde hastaliklara neden olan viral patojenler arasinda bovine herpes
virus tip 1 (BHV-1), bovine viral diarhhea virus (BVDV), parainfluenza 3 virus (PI3V),
bovine respiratory synctycial virus (BRSV), bovine adenovirus tip 3 (BAV-3) yer
almaktadir. Ayrica hastalik olusturan bakteriyel patojenler arasinda Mannhemia
haemolitica, Pastorella multocida, Histofilus somnus, Mycoplasma bovis 6nemli yer
tutmaktadir (Martin ve ark., 1987).

Arastirmamizda Tirkiye nin Orta Karadeniz Bolgesi’nin en biiytik ili ve limani
olan Samsun ili ve ilgelerinde kiigiik ve biiyiik 6lgekli isletmelerinde besi amacli

beslenen biiylikbas ve kiiciikbas hayvanlarin Atakum, Bafra, Tekkekoy, Havza ve



Vezirkoprii’deki kesimhanelerinden kesildikten sonra kan ornekleri alinarak BPI3V

enfeksiyonunun seroprevalansi aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olan viruslar arasinda yer alan bovine
parainfluenza 3 virus (BPI3V) ilk izolasyonu 1959 yilinda saglikli buzagilardan alinan
nasal siriintii 6rneklerinden “Shipping Fever (SF)“ etkenlerinden biri olarak
gerceklestirilmig; myxovirus SF-4 olarak bildirilmis ve ayni yil i¢inde virusun ikinci
izolasyonu ve insan parainfluenza 3 virus (HPI3V) suslarindan HA-1 ile genetik
yakinligt g6z Oniline alinarak sigir parainfluenza 3 virusu (BPI3V) olarak
isimlendirilmistir (Ellis, 2010). Etken koyunlarda ilk izolasyonu ise 1966 yilinda
yapilmistir (Hore, 1966). Tirkiyede ise 1969 yilinda BPI3V ilk olarak izole edilmistir
(Erhan ve Martin, 1969).

2.2.Etiyoloji

2.2.1. Virus siiflandirmasi ve virusun fiziko kimyasal 6zellikleri
Bovine Parainfluenza 3 virus (BPI3V), Mononegavirales takimnda yer alan
Paramyxoviridaevirus ailesinin, Respirovirus cinsinde yer almaktadir; son sniflandirma

kriterlerine gore bovine respirovirus 3 olarak isimlendirilmistir (ICTV, 2018).

Tablo 1. Bovine parainfluenza 3 virus i¢in siniflandirma.

Order Takim Mononegavirales

Family Aile Paramyxoviridae

Genus Cins Respirovirus

Sinonim Isim Bovine Parainfluenza 3 virus (BPI3V)

Bovine Parainluenza virus 3(BPI1V3)
Bovine respirovirus 3(BRV3)

Virus insanlarda enfeksiyon olusturan HPI3V ile yakin antijenik ve genetik
iliskili olmasina ragmen filogenetik analizlerde ayr1 brans icinde yer almaktadir
(Fenner, 2017) (Sekil 1).

BPI3V 150-300 nm biiyiikliikte negatif polariteli, segmentsiz, zarfli tek iplikgikli

RNA genomun igerir ve helikal simetri gosteren niikleokapside sahiptir. (Rydbeck ve



ark.,1987; Sharp, 1990; Fauquet ve Mayo, 2005; Fenner, 2017). Virus genom yaklasik
15 400 niikleotitten olusmaktadir (Fenner, 2017).

Virusun genomu 6 tanesi yapisal olan sekiz adet protein kodlamaktadir. Yapisal
proteinler niikleoprotein (NP), polimeraz fosfoprotein (P), matriks (M), flizyon (F),
hemaglutinin-néraminidaz (HN) ve genis polimeraz protein (L) olarak bildirilmistir.
(Sekil 1). Yapisal olmayan proteinler sadece infekte hiicrelerde bulunur. Viruse ait olan
yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin gorevleri tablo 2 i¢inde detaylandirilmistir. NP
genomun korunmasindan M ise virionun stabilizasyonundan sorumludur (Breker ve
ark., 1996).

Zarf iizerinde bulunan H ve N proteinlerinden H, baglanma ve produktif
immuniteden sorumludur. N ise virionun salinmasi ve musin inhibitorlerinin tahrip
edilmesinden sorumludur. F ise hiicre flizyonu, hiicreden hiicreye yayilma, virus

penetrasyonunda gorev yapar (White ve ark., 1983; Breker ve ark., 1996).

HN tetramer

F protein
(shown as a trimer)

Matrix protein

Fusion peptide

Sekil 1. BPI3V yapisinda yer alan viral proteinler:Niikleokapsid proteini (NP), fosfoprotein (P), genis
polimeraz protein (L), matriks proteini (M), fiizyon proteini (F), hemaglutinin — néraminidaz

(HN) ve yapisal olmayan protein (C), (Breese Hall’den, 2001).
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Paramxyoviridae ailesinin Respirovirus cinsinde yer almaktadir (ICTV’den, 2018).

icinde

BPI3V paramyxoviridae ailesinde yer alan diger viruslar gibi dis ¢evre sartlarina

duyarlidir ve kolaylikla inaktive olabilmektedir. Yapilan deneysel ¢alismalardam 56 °C

de 15 dk’da aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir. Ayrica eter, kloroforma,

tripsin ve asidik pH dereceleri karsisinda duyarlidir (Singh ve Baz, 1967).



Tablo 2. Respirovirus viral proteinleri ve gorevleri

Viral Protein Gorevi
Baglanma, produktif immunitenin indiiklenmesi (H)
HN Virion salinimi ve musin inhibitorlerinin yikimlanmasi (N)
F Hiicre fiizyonu, virus penetrasyonu, hiicreden hiicreye yayilma
NP Genomun korunmasti
LveP RNA genomun transkripsiyonu
M Virionun stabilizasyonu,
SH Diger

Virusun yapilan sekans ve filogenetik analizleri sonucunda A (BPI3VA), B
(BPI3VB) ve C (BPI3VC) olmak iizere ii¢ genotipi bulunmaktadir (Zhu ve ark., 2010).
Yapilan tam genom analizleri sonucunda bu genotipler arasinda %81 ile %84,
genotipler i¢inde ise %91 ile %99 arasinda degisen niikleotit benzerligi bulundugu

bildirilmistir (Newcomer ve ark., 2017).

2.2.2. Virus replikasyonu

Virus konak hiicre ylizeyindeki sialik asit igeren reseptorlere HN glikoproteinleri
ile baglanir. F glikoproteinleri yardimiyla penetre olur ve hiicre fiizyonu gerceklesir.
Niikleokapsit hiicre sitoplazmasi i¢ine geger. Niikleokapsitin acilmasiyla serbest kalan
viral RNA sitoplazmada replike olmaya baslar. Genetik maddenin replikasyonu iki
asamada gergeklesir. Once (-) RNA’dan komplementer (+) RNA kopyalanir.
Komplementer RNA genomik RNA sentezinde kalip gorevi goriir, yeni virus RNA’lar
sentezlenir (Breker ve ark., 1996).

Virusun sentezlenmesinde ilk asamasinda virusun konak hiicreye baglanip,
girmesinde HN ve F glikoproteinleri rol oynar. Negatif polariteli viral RNA’nin
mRNA’ya transkripsiyonunda gorevli RNA’ya bagimli RNA-polimerazin aktivitesinde

P protein, L protein ve NP proteinin de rolii vardir (Fenner ve ark., 1987).



2.3. Epidemiyoloji

Sigirlarda alt solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan patojenler arasinda yer
alan BPI3V genel olarak sonbahar ve ilkbahar aylarinda hastaliklara neden olmaktadir
(Lamontagne ve ark., 1985, Grubor ve ark., 2004).

Virusun enfeksiyon spektrumunda basta sigir olmakla birlikte; koyun, kegi,
manda, geyik, domuz, maymun, kedi, kopek ve at yer almaktadir (Stevenson ve Hore,
1970;Maidana ve ark., 2012; Newcomer ve ark., 2017). Ozellikle koyun ve ke¢i BPI3V
i¢in sigirdan sonra en 6nemli konakgilar olarak kabul edilir ve 6zellikle kalabalik olarak
yetistirilmeleri nedeni bu tiirlerde BPI3V enfeksiyonu yaygin olarak goriiliir.

Virus, akut enfeksiyon geciren hayvanlardan enfeksiyonu takip eden 9. giine
kadar gozyasi, burun akintisi ve salya ile sagilir. BPI3V enfeksiyonlar tasinma arabalart,
enfekte yem ve ahir malzemeleri ile indirekt yol ile sagilabilir; siiriiye yeni katilan
subklinik enfekte hayvanlar bulasmada 6nemli rol oynamaktadir (Lamontagne ve ark.,
1985; Grubor ve ark., 2004).

BPI3V ile ilgili enfeksiyonlarin ¢ogu hafif seyirli veya subklinik olmasina
ragmen, bu durumun akcigerleri bakteriler ve o6zellikle M. haemolytica tarafindan
yayllmasina predispoze edebilecegi deneysel olarak gosterilmistir. Dogal gelisen
pnomoni olaylarinda M. haemolytica ve BPI3V genellikle birlikte izole edilir (Cheville,
1983; Kennedy-Stoskopf ve ark., 1983; Sharp, 1990; Radostits ve ark., 1994).

M. haemolytica ve BPI3V ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda meydana gelen
lezyonlar, bu etkenlerin tek tek meydana getirdiklerinden daha siddetlidir ve daha ¢ok
M. haemolytica’nin tek basina olusturduklarina benzemektedir. Virus akciger savunma
sistemini bozarak M. haemolytica’nin akcigerde yerlesip ¢ogalmasi i¢in uygun ortam
hazirlamaktadir (Kennedy-Stoskopf ve ark., 1983). BPI3V ile M. haemoliytica
kullanilarak yapilan deneysel ¢alismalarda en yaygin lezyonlar, BPI3V verildikten 6
giin sonra M. haemolytica inokiile edildiginde goriilmektedir (Davies ve ark., 1981a;
Davies ve ark., 1981b; Carriere ve ark., 1983). Sadece BPI3V verilen kuzularda hafif
lezyonlar goriilirken, BPI3V verildikten 6 giin sonra M. haemolytica inokule
edildiginde, akciger anterior loblarinda apselesme ve gri-kirmizi renkli konsolide
alanlarla birlikte ploritis de goriilmektedir. Bu bolgeler mikroskobik olarak oat-cell ya
da noétrofillerle ¢evrili nekrotik veya purulent lezyonlar seklinde dikkati ¢ekmektedir

(Davies ve ark., 1981b). Nekrotik lezyonlar enfeksiyonun 7. giiniinden itibaren fibroz



kapsiille ¢evrilerek en az 21 giin siireyle kalic1 olmaktadirlar. Bronkopndmoni tablosu
ise enfeksiyonun 3. giiniine kadar daha hafif siddetli rastlanmakta olup, bu lezyona

ileriki giinlerde ise karsilasilmamaktadir (Davies ve ark., 1986).
2.4. BPI13V Patogenezi ve Patolojisi

2.4.1. Patogenezi

Virus, nasal yol ile konakg¢iya giris yapar; ilk virus ¢ogalmasi solunum yolu
epitel hiicrelerinde olur. Virus bu bolgelerde bulunan silyumlu ve silyum igermeyen
hiicrelerde ¢ogalarak bu hiicrelerde yikim meydana getirir. Yiizeysel epitel hiicrelerde
fazla miktarda tireyen virus burun akintisi ile disar1 atilamaya baslar (Clark ve ark.,
1985).

BPI3V alveoler boslugu gevreleyen hiicrelerden tip 2 pnomositlere affinite
gosterir. Virus bu hiicrelere girerek replike olur ve hiicrelerde dejenerasyon meydana
getirir. Tip 2 pnomositler, alveoler i¢ basincin ayarlanmasinda rol oynayan pulmoner
surfaktanlar ve alveoler 6 makrofajlarin fagositozunda rol oynayan opsonik maddeler
sentezlemektedir. BPI3V ile enfeksiyon bu hiicrelerin fonksiyonlarini yerine
getirmesine engel olarak akcigerlerde atelektazi ve alveoler makrofajlarin fagositik
aktivitesinde azalmaya neden olur (Giindiiz ve Kaya, 1994).

Parainfluenza viruslar sitopatik etkisi (CPE) hiicre stoplazmasinda
intrastoplazmik inkluzyon cisimcikleri olustururken, BPI3V hem intraniikleer hem de

intrasitoplazmik inkluzyonlar olusturur (Reisinger ve ark., 1959).

2.4.2. Patolojisi ve Histopatolojisi

Makroskobik Bulgular: Sigirlarin BPI3V hastaliginda 6nemli olan patolojik
bulgular; akcigerlerin ventral yarisi, kardial ve apikal loblarda, fibr6z dokunun kardial
ve apikal loblara yayilmasi, trakea’da hiperemi, trakea ve bronslar i¢inde yapigkan bir
mukopurulent eksudat bulunmasidir (Woods ve ark.,1964). BPI3V ile deneysel olarak
olusturulan pndmonilerde makroskobik olarak akciger lezyonlar1 siirli, sekilsiz lobuler
atelektazi odaklar1 ya da kranyoventral bolgelerdeki menekse-kirmizi renkli hafif
konsolide odaklardir (Haziroglu ve Milli, 1998). Cogunlukla sag apikal loblarda, bazen
de diger loblarda goriilmekte olup hava yollari boyunca daha belirgin olan, kirmizi-
kahverengi multifokal konsolidasyon bolgeleri ile diizensiz lobuler atelektazik alanlar

seklindedir (Stevenson ve Hore, 1970; Carriere ve ark., 1983; Davies ve ark., 1986;



Ozer ve Giilcii, 1986; Grubor ve ark., 2004). En yaygin lezyonlarin inokulasyondan
sonraki 6.-8. giinlerde ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir (Davies ve ark., 1981b; Davies ve
ark., 1986). Makroskobik olarak ayrica mediyastinal ve bronsiyal lenf yumrularinda
biiyiime oldugu dikkat ¢ekmistir (Lehmkuhl ve Cutlip, 1982).

Histopatolojik Bulgular: Histolojik incelemelerde akcigerlerde serdz eksudat,
alveolitis, bronsiolitis, burun ve brons epitellerinde asidofilik hiicre i¢i inkluzyon
cisimcikleri ve alveolar makrofajlar gézlenmektedir (Jolly ve Ditchfield, 1965). BPI3V
enfeksiyonlarinda akcigerde goriilen mikroskobik bulgular; enfeksiyonun baglangicinda
nekrotik bronsiolitis ve interstisyel pnomoni ile karakterizedir. Bronsioler epitelin
hiperplazisi, alveolar epitelizasyon, interalveolar septumda mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve asidofilik sitoplazmik inkliizyonlar BPI3V pnémonisinin patognomonik
ozellikleridir (Stevenson ve Hore, 1970; Davies ve ark.,1986; Grubor ve ark., 2004). Bu
inkliizyonlar daha ¢ok virus inokulasyonundan sonra en yogun olarak 6. gilinde
goriilmekte olup, virus inokulasyonundan sonra 3 ile 8. giinler arasinda goriilmeye

baglar (Davies, 1985).

2.5. Klinik Bulgular

BPI3V nedenli enfeksiyonlarin siddeti tek basina ya da diger patojenler ile
kombine enfeksiyon olusturmasma gore degisir. Komplike olmayan enfeksiyonlarin
biiylik bolimii hafif seyirlidir. Diger bakteriyel ve viral patojenler ile kombine
enfeksiyonlar siddetini artirir. Gerek kombine gerek tek basina olusan enfeksiyonlarin
siddeti stres faktorleri olumsuz ¢evre kosullari ve beslenme yetersizligi ile artar
(Cabalar ve Can-Sahna, 2000; Vangeel ve ark., 2009).

Geng hayvanlarda BPI3V hafif ates, oksiiriik ve hafif burun akintis1 gibi klinik
bulgular gosterirken, erigkin hayvanlarda immun sisteme bagh olarak klinik bulgular
gozlenenir (Verhoeff ve Van Nieuwstadt, 1984; Bryson ve ark.,1999).

Virusun 4 giinliik inkubasyon siiresinden sonra klinik semptomlar goriiliir.
Komplike olmamis olaylarda hastaligin erken donemlerinde yiiksek ates, serdz nazal ve
konjuktival akint1 belirgin semptomlardir (Fenner ve ark., 1987). Hastaligin ileri
evrelerde yiiksek ates, oOksiiriik, solunum giigliigii, anoreksi, depresyon, hafif miik6z
karakterli bir burun akintis1 ve Kkonjuktivitis goriilebilmektedir. En belirgin olarak

bulgular enfeksiyondan 4-5 giin sonra saptanir (Lehmkuhl ve Cutlip, 1982; Lehmkuhl



ve Cutlip, 1983; Carriere ve ark., 1983; Radostits ve ark., 1994;0zdarendeli ve ark.,
1997; Brayson ve ark., 1999; Grubor ve ark., 2000).

2.6. Teshis

BPI3V enfeksiyonlarinda klinik tablo spesifik olmadigi icin kesin teshis
laboratuvar metotlariyla miimkiin olmaktadir (Lenette, 1985). Direkt teshiste; virus
izolasyonu burun akintisindan ve nasal siiriintii 6rneklerinde yapilmaktadir. Virus
izolasyonu canli hayvandan 6zellikle nazal siiriintii 6rnegi ve burun akintilarindan 6len
hayvanlarda ise trake, trakeal kazinti, akciger ya da mediyastinal lenf yumru
orneklerinden yapilmaktadir. Virus izolasyonu i¢in Ornekler, klinik bulgularin
goriildigii ilk 24 saat igerisinde alinmasi gerekmektedir (Lenette, 1985; Sharp, 1990).
Virus identifikasyonunda molekiiler teknikler olarak PCR ve gercek zamanli PCR
testlerinden faydalanilabilir. Virus izolasyonu i¢in ise hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir.
Bu amagcla tercih edilen hiicre kiiltiirleri MDBK, EBTr ( Embriyonik Sigir Trake
Hiicresi) ve BEK (Si1gir Embriyonik Bobrek Hiicreleri)’dir.

Indirekt teshis; serum nétralizasyon, hemagliitinasyon inhibisyon ve
komplement fiksasyon ve ELISA testleri kullanilarak spesifik antikorlarin tespiti ile
yapilmaktadir. Hemaglutinasyon-inhibisyon testi ile noétralizasyon testi, BPI3V
enfeksiyonlart sonucu meydana gelen antikor varliginin saptanmasinda duyarl
bulunmaktadir. Bu iki test virus tiirliniin identifikasyonunda ve as1 tayininde
kullanilmaktadir (Oztiirk ve ark., 1988). Giiniimiizde serolojik teshiste ticari ELISA

kitleri oldukc¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.7. immunite

Solunum yolu hastaliklar1 birka¢ haftalik buzagilar1 etkileyebilmekte olup, 3 ay
ve daha kiiglik yastaki buzagilar kolostrum yoluyla BPI3V’e karsi maternal antikorlari
almaktadir. Bu antikorlar tam bir koruma saglamasa da sistemik asilamalarin etkinligini
arttirdigi calismalarda saptanmistir (Bryson DG, 1990).

BPI3V enfeksiyonlarda ¢ogunlukla sekonder bakteriyel etkenlerle, 6zellikle de
M. haemolytica ile komplikasyon sik sekillenir; bu nedenle bu bakteri nedenli
pastorellozise ilgili pnomoniler i¢in kullanilan asilarin BPI3Vile kombine olarak

hazirlanmasi tavsiye edilmektedir (Martin, 1983).
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2.8. Tedavi, Koruma ve Kontrol
BPI3V nedenli enfeksiyonlar viral enfeksiyon olmasi nedeni ile tedavisi yoktur.
Bununla birlikte enfeksiyonlarin siddetini azaltmak; koruma ve enfeksiyonun kontrolii

amaclanarak asagidaki uygulamalar yapilabilir.

1. Sekonder bakteriyel enfeksiyonlarla birlestigi zaman olusacak miks
enfeksiyonlara karsi antibiyotik tedavisi 6nerilmektedir.

2. BPI3V enfeksiyonuna karsi koruyucu olarak BRDC iginde yer alan patojenler
ile birlikte hazirlanmis polivalan asilama yapilmasi onerilmektedir. Bu asilar
genellikle BHV-1, BRSV, BVDV ve Mannheimia haemolytica bilesenlerinin
kombinasyonlarini igermektedir (Fenner, 2017).

3. Yetistiriciligin kapali igletmelerde yapilmasi durumunda; barmmagin temizligi,
barinagin i¢indeki hayvan yogunlugu, barinagin diizenli havalandirmasi ve yeni
satin alinan hayvanlarin siirliye katilmadan 6nce karantina altina alindiktan sonra
stiriiye katilmasi gibi konulara 6nem verilmesi gerekmektedir. Havalandirma ile
barinak i¢i 1s1 ve rutubet diizeyi ayarlanirken, barinakta bulunan viral ve
bakteriyel aerosollerin uzaklastirilmasi saglanmis olur (Lehmkuhl ve Cutlip,
1985).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Orneklemenin Yapildig: Bolge
Arastirmanin gergeklestigi Samsun ili cografik olarak Orta Karadeniz bolgesinde

36,33’ boylam ve 41,29’enlem arasinda bulunmaktadir.

3.1.2. Ornekleme
Samsun il smirlar igerisinde resmi hayvan kesimhanesi bulunan 5 il¢eden
toplam 646 kan numunesi toplanmistir. Bu kan numunelerinin 302’si sigirlardan, 344’

koyunlardan toplanmustir.

Tablo3. llgelere gore numune sayisi ve cografi konumu

fice Hayvan Sayisi Cografi Konum
Sigir Koyun Enlem Boylam
Atakum 73 85 41,6050 36,2848
Tekkekoy 78 75 41,2125 36,4589
Bafra 64 84 41,5627 35,9059
Havza 32 50 40,9683 35,6670
Vezirkoprii 55 50 41,1431 35,5305

Ornekleme yapilan hayvanlarda asagida belirtilen kriterler uygulandi;

1- Klinik agidan hastalik bulgusunu géstermeyen hayvanlar se¢ildi,

2- Solunum sistemi enfeksiyonlarina karsi asilanmamis hayvanlardan 6rnekleme
yapildi.

3- 1 yas ve lzeri yastaki sigirlardan, 6 ay ve lizeri yastaki koyunlardan 6rnekleme

yapildi.

3.1.3. Kan Ornekleri
Numuneler belirlenen kesimhanelerden hayvanlar kesildikten sonra vena

Jugularis’den vakumlu silikon igeren tiiplere almmustir. Ornekler soguk zincir
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altinda islenmek {izere Ondokuz Mayis Universitesi Viroloji Anabilim Dali

Labaoratuvarina getirildi.

3.1.4. Kan Orneklerinde Serum Elde Edilmesi

Kan numuneleri sogutmali santrifiij (Niive, Tiirkiye) yardimi ile 3000 rpm’de 15
dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda tist kisimda olusan serum 2 ml
hacimli steril mikrotiiplere (Eppendorf, Almanya) alindi. Serumlar, 56 “C’de 30 dk
stire ile inaktive edildikten sonra ¢alismalarda kullanincaya kadar -20°C’lik derin

dondurucuda (Argelik, Tirkiye ) muhafaza edildi.

3.1.5. Hiicre Hatti

BPI3VC izolatinin iretilmesi, mikrotitrasyon metodu ile enfektivite giicliniin
tayin edilmesi ve mikronétralizasyon testlerinde sigir bobrek epitel hiicre hatti olan
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney ) kullanildi. Arastirmada kullanilan bu hiicre
hatlar1 Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik Viroloji

Anabilim Dal1 hiicre kiiltiirii ve viriis koleksiyonundan temin edildi.

3.1.6. Virus

Bu calismada 2016 yili sonunda Samsun il simirlart i¢inde siddetli solunum
sistemi enfeksiyonlar1 semptomlari sonucu olen bir sigirdan alinan akciger
dokusundan izolasyonu yapilan ve Tiirkiye’de ilk yerli izolat olan BPI3V kullanildu.
Bu izolatin yeni nesil dizileme yontemi (NGS) kullanilarak yapilan tam genom ve
filogenetik analizleri sonucunda bovine parainfluenza 3 virus genotip C (BPI13VC)
oldugu tespit edildi. Virus, identifikasyon ve dizileme isleminden sonra GenBank’a
MH357343 kayit numarasi ile yiiklendi. Virusun filogenetik agac analizi sekil 3’de
gosterildi (Albayrak ve ark., 2018).
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Sekil 3. BPI3VC izolatinin filogenetik analizi (Albayrak ve ark’dan, 2018)

3.1.7. Besi Yerleri ve Serum

Hiicre hatlarinin tiretilme asamasinda DMEM ( Dulbecco’s Modified Essential

Medium, Gibco, Ingiltere) besiyeri %10 oraninda

Biological Industries, Israil) ve %1 oraninda antibiyotik soliisyonu (Biological

Industrial, Israil) ilave edilerek kullanildi. Hiicrelerin subkiiltiir edilmesi isleminde

fotal dana serumu (FCS,

proteolitik enzim olarak Tripsin- EDTA (Gibco, Ingiltere) kullanilds.

Arastirmada kullanilacak tiim besiyerleri, fotal dana serum, tripsin-EDTA ve
antibiyotik soliisyonu sitopatojen olmayan (ncp) pestivirus suslar1 tarafindan olasi
bir kontaminasyon riski yoniinden ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

(RT-PCR) yontemi ile test edildi ve pestiviriis ari olduklar tespit edildikten sonra

kullanildi.
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3.2.  Metot

3.2.1. Hiicre Hattimn Uretilmesi

Arastirmada kullanilan MDBK hiicre hatt1 bir seri subkiiltiir islemi ile ¢ogaltildi.
Bu amagla MDBK hiicre hatlar1 75 cm? iireme yiizeyi ve 200 ml hacime sahip tek
kullanimlik steril hiicre kiiltiirii siselerinde (TTP, Isvigre) %10 oraninda FCS igeren
DMEM kullanilarak tek tabaka (monolayer) olacak sekilde subkiiltiirii yapilds;
virusun iretilmesinde, enfeksiyozite gili¢ tayininde ve notralizasyonlarda

kullanilmak tizere -80 °C’lik derin dondurucularda saklandi (Niive, Tiirkiye).

3.2.2. Viriislerin Uretilmesi

Arastirmada kullanilan BPI3VC izolat1 in vitro olarak hiicre hatlarinda tretildi.
Bu amagla 75 cm? iireme yiizeyine sahip steril hiicre kiiltiirii siselerinde iiretilen ve
subkiiltiir islemini takip eden 24 saat icinde %85-90 oraninda monolayer olan

MDBK hiicre hatt1 kullanildi.

Virus Uretme Protokolii

e Monolayer MDBK hiicre hatlarinin besi yerleri dokiildi ve hiicre hatt
yiizeyi 3-4 ml besi yeri ile yikanarak metabolizma artiklar1 uzaklastirildi.

e Hiicre hatt1 sisesi i¢ine hacminin %1 oraninda BPI3VC izolati1 inokule
edildi.

e 60 dakika siire ile 37 “C inkubasyona birakildi.

e Inkubasyondan sonra inokule edilen virus uzaklastirildi. Hiicre hatt1 sise
hacminin %10’u oraninda serum igermeyen DMEM besi yeri ilave edildi
ve 37 °‘C’de inkubasyona kaldirildi. Virusun iiremesi yoniinden her giin
doku kiiltiirii mikroskobu (Olympus, Japonya) ile kontrol edildi.

e Degerlendirme hiicre hattinda virus suslarinin olusturdugu sitopatik etki
(CPE) sonucu olusan morfolojik degisikliklere gore yapildi. Virus
suslarinin tiremesine baglh olarak %80-85 oraninda CPE go6zlemlendigi
zaman -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi; donduruldu ve tekrar
¢ozildi. Bu islem 2 kez yapildi.

e Virus igeren siispansiyon 50 ml hacimli steril tiiplere alind1 ve sogutmali

santrifuj kullanilarak 3000 rpm devirde 10 dakika santrifuj edildi.
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e Santrifuj islemi sonunda siipernatant 0.22 nu (Milipor, ABD) filtre
sistemlerinden gegirildi ve steril tiiplere 1ml porsiyonlar olacak sekilde

aktarildive -80 °C’lik derin dondurucularda muhafaza edildi.

3.2.3. Viruslarn Giiciiniin Mikrotitrasyon Yontemi Ile Tespit Edilmesi

MDBK hiicre hattindaiiretilen BPI3VC izolatinin enfeksiyozite giicli, doku

kiiltiirti enfektif doz (DKIDso/0,1 ml) olarak Frey ve Liess (1971) tarafindan bildirilen

mikrotitrasyon yontemi kullanilarak tespit edildi.

Mikrotitrasyon Test Protokolii

BPI3VC izolatmin 10 ve 10 arasinda bir seri 10 kath (Logio) dilusyonlar:
yapildi. Bu amagla 12 adet steril tiip alind1 ve her bir tiipe 900 pl serumsuz
DMEM besi yeri kondu. Ilk tiip igerisine 100 ul stok BPI3VC izolat: ilave
edildi; otomatik pipet kullanilarak pipetasyon yontemi ile homojenize edilerek
1/10 dilusyon elde edildi.

1/10 dilusyondan 100 ul alinarak ikinci tiipe aktarildi ve pipetlenerek
homojenize edildi (1/100 dilusyon). Bu islemler son tiipe kadar bu isleme devam
edildi. Son tiipten ise 100 pl disar1 atilarak izolatin 107 ile 10"° arasinda seri
dilusyonu tamamlandi.

Her dilusyon basamag: i¢in 96 kuyucuklu diiz zeminli steril mikrotitrasyon
tablasinda ( TTP, Isvicre) dort adet kuyucuk segildi.

Her dilusyondan secilen kuyucuklara 100 pl ilave edildi (100 pl/ kuyucuk).
Ayrica 4 kuyucuk hiicre kontrol, 4 kuyucuk saf virus izolat1 i¢in kontrol olarak
secildi. Hiicre kontrol i¢in segilen kuyucuklara 100’er ul serumsuz DMEM
vasatt konuldu. Virus kontrol igin segilen kuyucuklarin her birine 50 pul saf virus
ile 50 pl serumsuz DMEM vasat1 konuldu.

Tiim kuyucuklara otomatik hiicre sayim cihazi (Biorad, ABD) ile sayilarak
6x10° hiicre/0,1ml olacak sekilde hazirlanan MDBK hiicre siispansiyonundan 50
ul hacimde ilave edildi. Tablalar 37°C, %5 CO2 ve %95 nem igeren inkubatorde
72 saat stire ileinkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda titrasyon doku kiiltiirii mikroskobunda virusun

CPE olusturma durumuna gore degerlendirildi.
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e BPI3VC i¢inDKIDsg degeri Reed ve Muench (1938)’in uyguladig formiil

kullanilarak hesaplandi.

3.2.4. Virus Notralizasyon Testi

Arastirmada toplanan kan numunelerinden elde edilen serum numunelerinde
BPI3VC i¢in notralizan antikorlarin varligi asagida detayl sekilde verilen Frey ve Liess
(1971) tarafindan gelistirilen mikrondtralizasyon yontemi ile arastirildi.

Test Protokolii

e Her serum 6rnegi i¢in 96 kuyucuklu mikrotitrasyon tabletlerinde 2 adet kuyucuk
secildi ve her kuyucuk i¢ine 50 pl siipheli serum konuldu.

e 100 DKIDsg oraninda sulandirilmis virus suslar1 kuyucuga esit hacimde ilave
edildi ve 60 dk siireyle 37 'C, %5 CO2’li ortamda notralizasyonu saglamak
amaci ile inkube edildi.

e Inkubasyon sonrasi tiim kuyucuklara 100 pl olarak sekilde 6x10* hiicre/0,1
MDBK hiicre siispansiyonundan ilave edildi.

e 72 saat siire ile 37 'C’de, %5 CO2°li ortama inkiibasyona birakild1 ve bu siire

sonunda sonuglar degerlendirildi.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglar testin yapilmasindan 72 saat sonra doku kiiltiiri mikroskobu
kullanilarak CPE degerlendirilmesi ile yapildu.

CPE tespit edilmeyen kuyucuklarda yer alan serum numuneleri virus suslar1 i¢in
homolog olan ve virus tiremesini bloke eden antikorlar1 tasidig: i¢in nétralizasyon testi
pozitif ve seropozitif olarak kabul edildi.

CPE goriilen kuyucuklarda ise serum Orneklerinin tasidigi antikor ve virus
birbirleri igin spesifik olmamasi nedeni ile virus tiredi; sonug¢ seronegatif olarak

degerlendirildi.

3.3.  Istatistiksel Degerlendirme

Calisma sonunda elde edilen veriler oncelikle frekans dagilimlari kullanilarak
Ozetlenmistir. Daha sonra var-yok tipi olarak gozlenen degiskenlerin kendi iglerindeki
ve birbirleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde rxc ¢apraz tablolama (contigency
table) ile degerlendirilerek ki-kare analizleri yapildi (Corder ve Foreman, 2014).

Calismada tiim istatistik ve hesaplamalarda SAS (2009) istatistik programi kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1.  Ornekleme ve Anamnez Bilgilerinin Incelenmesi

Aragtirma kapsaminda Samsun il sinirlari iginde yer alan ve resmi kesimhaneye
sahip 5 ilgeden ornekleme yapildi ve toplam 646 kan 6rnegi toplandi. Bu 6rneklerin
302’si sigirlardan 344°i ise koyunlardan kesim sirasinda alindi. Ornekleme yapilan
sigirlar 1 ve lizeri, koyunlar ise 6 ay ve iizeri yaslara sahipti. Hayvan sahiplerinde alinan
anamnez bilgilerine gore Ornekleme yapilan hayvanlarin higbiri sigirlarin solunum
sistemi hastaliklar1 kompleksinde yer alan patojenlere karst as1 yapilmamisti.
Ormekleme yapilmadan 6nce yapilan klinik muayenelerde hayvanlarda herhangi bir

hastalik bulgusu gézlemlenmedi.

4.2.  Viruslarin Uretilmesi ve Virus Enfektive Gii¢c Tayini
Yerli izolatimiz BPI3VC MDBK hiicre hattinda inokulasyonu takip eden 48 saat
iginde hiicre kiiltiirlerinde CPE olusturdu (Sekil 4).

Sekil 4. BPI3VC izolatinin MDBK hiicre kiiltiiriinde inokulasyonu takip eden 48 saat sonunda goriilen
CPE. A: BPI3VC izolat, B: Hiicre kontrol

Aragtirmada kullanilan BPI3VC izolatinin enfeksiyozite gii¢ tespitleri
mikrotitrasyon yontemi ile DKIDso: 3.16 X107/ ml, olarak tespit edildi.

4.3.  Virus Notralizasyon Testi (VNT)
Notralizasyon testi sonucunda test edilen serumlarda tiir ayrimi yapmadan genel

BPI3VC seropozitifligi % 27,86 (180/646) olarak tespit edildi.
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BPI3VC varlig1 agisindan taranan hayvan tiirleri, 6rnek sayilari, bu 6rneklerin

ilgelere gore dagilimi, seropozitif 6rnek sayilari ve seropozitiflik oranlari tablo 4 iginde

detayli olarak gosterildi.

Tablo 4. Serum Notralizasyon Testi uygulanan 6rneklerin toplandigi mezabahanelerin yerleri, 6rnek

sayilar1 ve sonuglari

fice Sigir Koyun 2 5 Toplam

N sp(%0) n sp(%) sp (%0)
Atakum® 73 30 (41,100 85 11(12.94)"® 16,20 <0.001  41(25.94)
Tekkekody®© 78 26 (33,30)° 75 24 (32)% 0.030 >0.05 50(33.03)
Vezirkoprii 55 38 (69,10 50 15 (30)* 16.01  0.000 53(50.47)
Havza® 32 10 (31,25)*¢ 50 7 (14)°B 3.53 <0.05 17(20.73)
Bafra® 64 8 (12,50)° 84  11(13,09)* 0.011 >0.05 19(12.83)
Toplam 302  112(37,08) 344 68(19,77) 6.63 <0.010  180(27.86)
X? 42.2 16.3 475
P< 0.0001 0.001 0.001

n: Numune sayisi,sp:seropozititif*a,b: Satirlarinda ayni harfli oranlar arasinda fark 6nemsizdir. (P>0.05)

*A,B,D:Siitiinlarda ayni1 harfi tasiyan oranlar arasinda fark 6nemsizdir. (P> 0,05)

Genel olarak degerlendirildiginde hayvan tiirli gézetmeksizin ilgeler arasinda
BPI3VC seropozitifligi dagilimi istatistiksel olarak anlamli bulundu (X?=47.5;
P<0.001).

Calismada test edilen 302 sigir serum numunesinde BPI3VC seropozitif hayvan
sayist 112 olarak tespit edildi ve seropozitiflik orani ise %37,08 olarak bulundu.
Sigirlarda seropozitiflik orani ilgeler arasinda en yiiksek olarak %69,10 oranla
Vezirkoprii’de; en diisiik olarak %12,50 oran ile Bafra ilgesinde tespit edildi.
Seropozitiflik oran1 Atakum, Tekkekdy, Havza ilgesinde sirast ile %41,10, %33,30,
%31,25 olarak degerlendirildi. Bafra ilgesi seropozitiflik olarak sigirlarda %12,50 ile en
diisiik oran1 gosterdi.

Ornekleme yapilan 344 koyun serum numunesinin BPI3VC igin seropozitif
ornek sayis1 68 ve seropozitiflik oran1 %19,77 olarak bulundu. BPI3VC seropozitifligi
koyunlarda en yiiksek olarak Tekkekoy ilgesinde %32 olarak tespit edildi. Atakum
ilgesindende seropozitiflik %12,94 ile en diisiik olarak bulundu. Diger ilgeler igin
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koyunlarda BPI3VC seropozitifligi Vezirkoprii %30, Havza %14 ve Bafra %13,09
olarak tespit edildi.

BPI3VC seropozitifliginin ilgeler ve hayvan tiirlerine gore istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde Atakum (X2=16.20; P<0.001) ve Vezirkoprii (X?=16.01; P<0.001)
ilgelerinde sigirlarda koyunlara gore daha fazla seropozitiflik bulundu ve istatistiksel
olarak yiiksek diizeyde anlamli olarak degerlendirildi. Havza ilgesinde ise sigirlarda
seropozitiflik oran1 koyunlardan daha yiiksek tespit edildi ve istatistiksel olarak anlamli
tespit edildi (X?= 3,53; P<0.05). Tekkekoy ve Bafra ilgelerinde tiirler aras1 seropozitiflik
oranlar arasindaki farklar istatistiksel olarak farkli bulunmadi. Tekkekoy ilgesinde sigir
pozitifligi koyunlardan yiiksek olmasina ragmen farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (X?=0.030; P>0.05); Bafra ilcesinde koyunlarda seropozitiflik oram sigirlara
gore daha yiiksek tespit edilmesine ragmen iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli olarak degerlendirilemedi (X?=0,011; P>0,05).

Tiir bazinda sigirlar igin ilgeler arasinda farklilik istatistiksel olarak yiliksek
diizeyde anlamli bulundu (X2:42,2; P<0.0001). Benzer sekilde koyunlarda ilgeler
arasinda seropozitiflik oranlar1 istatistiksel olarak anlamli olarak tespit edildi

(X2=16,30; P<0.001).

4.4.  Seropozitif Numunelerin Antikor Titre Degerleri (SNso)

BPI3VC seropozitif olan hayvanlarin genel olarak serum nétralizan antikor titre
(SNso) degerleri Tablo 5 ig¢inde detayl olarak seropozitif hayvanlarda SNso degerleri 1/4
ile 1/512 diltisyon degerleri arasinda oldugu tespit edildi.

Tablo 5. Test edilen sigir ve koyun serum 6rneklerinde BPI3VC igin pozitif tespit edilen 6rneklerin SNisg

antikor titre degerlerinin diltisyonlara gére dagilimi (n=180).

SNso Degeri n (180)
1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128  1/256  1/512
Sigir 15(8,33) 18(1,00) 22(12,22) 21(11,66) 14(7,77) 13(7.22) 6(3,33) 3(L,66)
Koyun 13(7.22) 15(833) 17(944) 13(7,22)  8(4,44) - 1(0,55)  1(0,55)

Toplam  28(1555) 33(18,33) 39(21,66) 34(18,88) 22(12,22) 13(7,22) 7(3,88) 4(2,22)
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Sekil 5. BPI3VC igin seropozitif bulunan 6rneklerde genel olarak serum nétralizan antikor titre

degerlerinin yiizdesel (%) olarak dagilimi
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Sekil 6. BPI3VC igin seropozitif bulunan sigirlarda serum ndtralizan antikor titre degerlerinin yiizdesel

(%) olarak dagilim
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Tablo 6. Test edilen sigir serum orneklerinde BPI3VC igin pozitif tespit edilen 6rneklerin SNso antikor

titre degerlerinin diliisyonlara ve ilgelere gore dagilimi (n=112)

SNso antikor titresi

flce 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 Toplam
Atakum - - 2 12 8 6 1 1 30
Bafra - 1 3 4 - - - - 8
Tekkekoy 2 2 1 1 6 7 5 2 26
Havza 3 1 6 - - - - - 10
Vezirkopri 10 14 10 4 - - - - 38
Toplam 15 18 22 21 14 13 6 3 112

Seropozitif olarak bulunan 112 sigirdan 76’sinda antikor titre degeri 1/4 ile 1/32
dilusyon araliginda tespit edildi. 22’si seropozitifli hayvan 1/16 dilusyon degeri antikor
titresine sahipti.

Seropozitif olarak bulunan 36 sigir 1/64 ile 1/512 dilusyon degerleri arasinda
antikor titre degerine sahiptir. Bafra ve Vezirkoprii ilgelerinde 1/64 ve 1/512 diliisyon
degerlerinde, Havza Ilgesinde 1/32 ile 1/512 diliisyon degerlerinde seropozitif hayvan
tespit edilemedi.

Atakum ve Tekkekdy ilgelerinde diliisyon degerlerinin tamaminda antikor

titresine sahip seropozitif hayvanlar tespit edildi.

Tablo 7. Test edilen koyun serum 6rneklerinde BPI3VC i¢in pozitif tespit edilen 6rneklerin SNso antikor

titre degerlerinin diliisyonlara ve ilgelere gore dagilimi (n=68)

SNso antikor titre degerleri

flce 4 18 116 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512  Toplam
Atakum 1 1 1 4 2 - 1 1 11
Bafra 4 3 3 1 - - - - 11
Tekkekdy 2 4 10 4 4 - - - 24
Havza 2 4 - 1 - - - - 7
Vezirkoprii 4 3 3 3 2 - - - 15
Toplam 13 15 17 13 8 - 1 1 68
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Seropozitif 68 koyunun 58’inde antikor titre degeri 1/4 ile 1/32 dilusyon
araliginda tespit edildi. 17 seropozitifli hayvan 1/16 dilusyon degeri antikor titresine
sahipti.

Koyun (n=68)

25

20

15 '

Pozitif Ornek (%)

1/4 1/8 116  1/32  1/64 1/128 1/256 1/512
Serum Antikor Titresi (SN50)

Sekil 7. BPI3VC icin seropozitif bulunan koyunlarda serum nétralizan antikor titre degerlerinin yiizdesel

(%) olarak dagilim1

Koyunlardan seropozitif olarak bulunan 10 hayvan 1/64 ile 1/512 dilusyon
degerleri arasinda antikor titre degerine sahiptir. Bafra ve Havza Ilgesinde 1/64 ve 1/512
diliisyon degerlerinde, Tekkekdy Ilgesinde 1/128 ile 1/512 diliisyon degerlerinde
seropozitif hayvan tespit edilemedi.
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5. TARTISMA

Son yillarda BRDC iginde yer alan viral ve diger patojenler bir¢ok tilkede
hayvancilik ekonomisi i¢in énemli bir tehdit olusturmaktadir. BRDC iginde yer alan
patojenlerin iilke ekonomilerine verdigi zarar ile ilgili ¢esitli bildirimler mevcuttur
(Kurcubic ve ark., 2018). Birgok iilkede oldugu gibi BRDC patojenlerinin iilkemizde
neden oldugu ekonomik kayiplar 6zellikle hayvancilik isletmelerinin yanisira ge¢imini
hayvan ve hayvan iiriinleri ile saglayan kiiciik aile isletmeleri i¢in 6nem arz etmektedir.

Sigirlarin - solunum sistemi hastaliklar1 kompleksi iginde yer alan viral
patojenlerden olan BPI3V A, B ve C olarak isimlendirilen 3 genotipe sahiptir (Sobhy ve
ark., 2017). Bu genotipler arasinda BPI3VA diinya genelinde en yayginidir (Sobhy ve
ark., 2017). Bunun sonucu olarak BPI3V igin gelistirilen teshis kitleri ve solunum
sistemi hastaliklar1 kompleksi i¢in gelistirilen kombine asilar BPI3VA temellidir.
BPI3VA aksine, diger genotipler olan BPI3VB ve BPI3VC i¢in cografik bir izolasyon
gozlemlenmektedir; ancak son yillarda bu izolasyon asilarak farkli cografyalardan bu
iki genotip ile ilgili bildirimler yapilmaktadir. Ornegin  Avustralya kitasi ile
sinirlandirilan BPI3VB bu anakara disinda Arjantin (Maidana ve ark., 2012)ve ABD’de
tespit edilmistir (Newcomer ve ark., 2012). Ayrica uzakdogu Asya iilkelerinde 6zellikle
Cin, Japonya ve Kore’de siklikla tespit edilen BPI3VC, Giiney Amerika iilkeleri ve
ABD’den tespit edilmistir (Sobhy ve ark., 2017). Bunlar disinda Arjantin ve ABD’de
her ti¢ genotip BPI3VA, BPI3VB ve BPI3VC enfeksiyonlar: bildirilmislerdir (Maidana
ve ark., 2012; Newcomer ve ark.,2017). Biitiin bu bilgiler 1s18inda, arttk BPI3V igin
cografik izolasyonun olmadigini biitlin genotiplerle enfeksiyonun yayildigini isaret
etmektedir.

BPI3V ile ilgili birgok iilkede biiyiik ve kiiciik ruminant tiirlerinde serolojik
caligmalar mevcuttur. Bu arastirmalar biiyiik oranda BRDC iginde yer alan patojenler
ile ortak gergeklestirilmistir. Gerek sigirlarda gerekse koyun ve kegilerde bildirilen
seropozitiflk oranlari genel olarak BPI3V genotip A ile ilgilidir ve iilkelere gore
cesitlilik gostermektedir.Yapilan serolojik ¢aligmalar diinya genelinde sigirlarda BPI3V
seropozitifliginin %53,3-%94,4 oranlar1 arasinda degistigini gostermektedir (Suzan ve
ark., 1983; Shirvani ve ark.,2012). Koyunlar ve kegilerde ise BPI3V seropozitifligi
diinya genelinde %8,8- %82 oraninda bildirilmistir (Ozgiinliik ve ark, 2012).
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Suzan ve ark (1983), Meksika’da 19 farkli ciflikten toplanan sigir kan
serumlarinda BPI3V seropozitifligini %72,15 olarak tespit etmistir. Mahin ve ark.
(1985) Fas’ta farkli isletmelerde bulunan 524 sigirdan toplanan kan serumlarinda
BPI3V seropozitifligini %68,1 olarak tespit etmislerdir. Durham ve Hassard (1990),
Kanada’da sigirlarda BPI3V igin %93,9 oraninda seropozitiflik bildirmislerdir. Ghirotti
ve ark.(1991), Zambiya’da yaptiklari ¢aligmada 5 farkli siiriiden toplanan sigir kan
serumlarinda BPI3V seropozitifligini %94,4 olarak tespit etmislerdir. Ayrica Obando ve
ark. (1999) Venezuela, Hirtel ve ark (2004) Finlandiya, Shirvani ve ark. (2012), Iran’
da yaptiklar1 caligmalarda da sigirlarda BPI3V seropozitifiligini sirasi ile %94, %73 ve
%51,1 olarak bildirmistir.

Tiirkiye’de biiylik ve kii¢lik ruminantlarda BPI3V enfeksiyonlar: ile ilgili ¢ok
sayida serolojik ¢alisma mevcuttur ve bu ¢alismalarin tamami genotip A olarak bilinen
SF-4 susu kullanilmistir. Ayrica bu serolojik arastirmalar sadece BPI3V kullanilarak
(Burgu ve ark., 1984; Ozdarandeli ve Kandil, 2001; Ozgiinliik ve ark., 2012) veya
BRDC iginde yer alan diger viral patojenler ile ortak olarak taranmistir (Okur-
Gumuova ve ark., 2007; Yazici ve ark., 2007; Yesilbag ve Gungor, 2008; Alpay ve
ark.,2014).

Ulkemizde BPI3V ile ilgili ilk serolojik calisma 1969 yilinda sigirlarda
yapilmistir ve aragtirma sonucunda %11,8- %100 arasinda degisen bir seropozitiflik
orani bildirmistir (Erhan ve arkl1, 1971). Ilerleyen dénemlerde Burguve ark. (1984) ve
Oztiirk (1985) sigirlarda yaptiklar1 galigmalarda BPI3V seropozitifligini sirasi ile
%94,37 ve %50,63 oraninda bildirmislerdir.

Yavru ve ark. (2005), Konya ilinde sigirlardan topladiklart 254 kan serumu
orneginde BPI3VA i¢in seropozitiflik oranini1 % 53,93 olarak tespit ederken, ayni yil
icinde Yildirim ve Burgu (2005), Kuzeydogu Anadolu Bolgesi illerinden topladiklar
s1igir kan serumlarinda BPI3V A seropozitiflik oranin1 % 61,26 olarak bildirmislerdir.

Aragtimamizin yapildigi Samsun ilinde ise daha 6nce BPI3VA seropozitifligi
%41 ve %88,8 degerleri arasinda bildirilmistir (Alkan ve ark., 1997; Yazici ve ark.,
2007; Okur-Gumusova ve ark., 2007).

Bu tez ¢aligmasinda Samsun ili ve Tiirkiye’de, BPI3V ile ilgili ilk bildirimin
yapildigr 1969 yilindan giinimiize ilk kez farkli bir genotip ile BPI3V seropozitifligi,

Tiirkiye’nin ilk yerli izolati kullanilarak arastirilmistir ve elde edilen sonuclar
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bildirilmis herhangi BPI3VC serolojik verisi olmamasi1 nedeni ile Tiirkiye’de daha 6nce
bildirilen genotip A serolojik verileri ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismada genotip C
olarak identifiye edilen BPI3V izolat1 i¢in genel seropozitifilik oran1 %27,86 olarak
bildirilmistir. Samsun ilinde 5 farkli kesimhaneden ornekleme yapilan bu caligmada
BPI3VC seropozitiflik orani besi sigirlarda %37,08 olarak tespit edilmistir.Bu oran
diinya genelinde besi sigirlart i¢in bildirilen genel BPI3V seropozitiflik degerleri ve
Tiirkiye’de yakin zaman diliminde, Oner ve Yesilbag (2018) tarafindan besi sigirlarinda
%98,3 olarak bildirilen BPI3VA seropozitifliginde ¢ok daha diisiik olarak tespit
edilmistir. Ayrica elde edilen BPI3VC seropozitiflik orant gecmis yillarda ¢ok diisiik
olmamakla birlikte Samsun ilinde sigirlarda tespit edilen seropozitiflik degerlerinin de
altinda yer almaktadir. Bu durum izole edilen yeni genotipin dolasimda yeni olmasina
baglanabilir.

Koyun ve kegilerde BPI3V varligin1 isaret eden ve genel olarak BPI3VA
kullanilarak gergeklestirilen bir¢ok serolojik ¢alisma mevcuttur. Tiwari ve ark (2016),
Grenada’da gerceklestirdikleri serolojik ¢alismada koyun ve kecgilerde BPI3V igin tespit
edilen noétralizan antikorlar1 koyunlarda %16,7 ve kegilerde ise %11,7 oraninda tespit
etmislerdir.

Contreras-Luna ve ark. (2017),koyunlardan alinan 293 serum numunesi ile
gerceklestirdikleri ¢alismada serolojik ¢alismada BPI3V seropozitifiligini %82 olarak
tespit etmislerdir.

Tiirkiye’nin ¢esitli illerinde koyun ve kegilerde BPI3V iizerine gerceklestirilmis
bircok serolojik ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda kegilerde BPI3VA
seropozitifligi %3,3 - %62 ve koyunlar i¢in seropozitiflik oram1 %8,8-%55 arasinda
degistigi tespit edilmistir (Gurcay ve Bolat, 1995; Yesilbag ve Gungor, 2009).

Cabalar ve Ataseven (1999) ve Ozgiinliik ve ark. (2012) Van ilinde yaptiklari
serolojik c¢alismalarda koyunlarda BPI3V varligin1 SF-4 susunu kullanarak arastirmislar
ve seropozitiflik oranimni siras1 ile %52 ve %31,75 olarak bildirmislerdir. Ayrica
koyunlarda Giirgay ve Bolat (1995), Elaz1g ilinde yaptiklar1 ¢alismada %43, Turan ve
Bolat (1997) ise Giineydogu Anadolu Bolgesinde %55,25 oraninda BPI3V
seropozitifligi bildirmislerdir.

Yesilbag ve Gungor (2009) ve Alpay ve ark (2014) Marmara bdlgesinde koyun
ve kecilerde BPI3V enfeksiyonunun varligini serolojik arastirmislar ve BPI3VA SF-4
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icin seropozitiflik oranlarmi koyunlar igin %8,8 ve %11,8; kegiler igin ise %19,7 ve
%3,3 olarak bildirmislerdir.

Gur ve ark. (2009) Afyonkarahisar, Konya ve Eskisehir illerindeki kegi
stirilerinde BPI3V seropozitifligini %17,5-%62; Ataseven ve ark (2010), Van ilinde
kegilerde BPI3V seropozitifligini %5,2 bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda ise koyunlarda elde edilen BPIV3C seropozitifligi %19,76
oraninda tespit edilmistir. Elde edilen sonug¢ ge¢cmis yillarda BPI3VA i¢in koyunlarda
Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden tespit edilen serolojik oran degerleri arasinda yer
almaktadir.

Bu tez ¢alismasi Tiirkiye’de BPI3V ile ilgili yeni bir genotipin varligini serolojik
olarak ortaya koymustur. BPI3V genotipleri arasinda B ve C goriilme siklig1 ile tespit
edildikleri cografyalar smirlidir (Newcomer ve ark.,, 2017). BPI3VB ozellikle
Avustralya’da sinirli olarak bildirilmesine ragmen giiniimiizde Arjantin ve ABD’de
tespit edilmistir. BPI3VC ile ilgili bildirimler son yillara kadar Cin, Japonya ve Kore ile
sinirli olmasina ragmen son donemlerde 6zellikle Giiney Amerika lilkeleri ve ABD’de
tespit edilmigtir. BPI3V genotiplerinin tamami Arjantin ve ABD’de enfeksiyon
olusturmaktadir (Newcomer ve ark., 2017).

Cografik acidan ¢ok yaygin olmayan BPI3V genotip C’nin iilkemizde tespit
edilmesi ilgingtir. Ulkemize nereden ve nasil girdigi sorusunu giindeme getirmektedir.

Bu sorularin yanitlar1 ise 2 madde ile yorumlanabilir.

1- Tirkiye son yillarda yaklagik 26 iilkeden canli hayvan alimi yapmaktadir (Tarim ve
Orman Bakanlig1, 2019). Alim yapilan iilkeler arasinda genotip C nin tespit edildigi
Cin, Japonya ve Kore ile gerek canli hayvan gerekse hayvansal {iriin ithalatt mevcut
degildir. Tirkiye son donemlerde Giiney Amerika iilkeleri 6zellikle Arjantin ve
Uruguay’dan hayvan alimi yapmaktadir. Bu iilkeler arasinda o6zellikle Arjantin
Cin’den canlt hayvan alimi gergeklestirmektedir ve Tiirkiye’de Arjantin’den hayvan
ithal etmektedir. Bunun sonucu olarak BPI3V genotip C’nin iilkemize Cin-Giiney
Amerika-Tiirkiye rotasini izleyerek gelmesi olasidir.

2- Calismamizda BPI3VC’nin seropozitifliginin tespiti i¢in drnekleme yapilan sigirlar
ilimiz ¢evresinde yetistirilen hayvanlardir. Bu hayvanlara ithal hayvanlardan virus
bulagsmasinin en énemli yolunun ise hayvan pazarlari, ithal hayvanlar ile ortak ahir

kullanim1 ve yurt i¢i kontrolsiiz hayvan hareketleri olmasi muhtemeldir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Samsun il smirlart iginde yer alan 5 ilgcede bulunan
kesimhanelerden rastgele ornekleme yapilarak toplanan sigir ve koyun serumlarinda
sigirlarda  solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olan BPI3V seroprevalansi
gecmisten giinlimiize iilkemizde yapilan BPI3V seroloji calismalarinda kullanilan
genotip A’dan farkli olmak iizere ilk olarak yerli bir izolat ve farkli bir genotip olarak
arastirtlmistir. Calismada Samsun ilinde izole edilen ve yeni sistem dizileme yontemi ile
genotip C oldugu tespit edilen BPI3V kullanilmistir.

Calismadan elde edilen sonuclara gore BPI3VC i¢in Samsun ilinde genel olarak
%27,86, tiirlere gore ise sigirlarda %37,08 ve koyunlarda %19,76 seropozitiflik bulgusu
tespit edilmesi bu yeni genotipin iilkemizde dolasimda olduguna iliskin ilk veriler
olmasi yoniinden 6nemlidir. Bununla birlikte daha once iilkemizde BPI3VC ile ilgili
serolojik bir veri olmamasindan dolayr bu sonuglar ancak genotip A igin eski
calismalarda bildirilen serolojik veriler ile karsilagtirilmistir.

Tiirkiye’de hayvancilik isletmelerinin = %94’linii  kiigiik aile isletmeleri
olusturmaktadir (Késeman ve ark., 2015). Dolayist ile hayvancilik ekonomisine en
biiyiik katki yapan ve hayvan sayisinin en yiliksek oldugu isletmelerin kiigiik aile
isletmeleri oldugu disiiniilebilir ve 6zellikle solunum sistemi enfeksiyonlarina bagl
kayiplar bu isletmeler lizerinde 6nemli ekonomik etkilere sahip olmaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda 6nerilerimiz asagida maddeler halinde sunulmustur.

1. Sigir solunum sistemi hastaliklar1 kompleksinde yer alan BPI3V gerek tek basina
gerek bu sistem icinde yer alan diger patojenler ile ortak olarak neden olduklari
enfeksiyonlar ile biliyiik ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Gelismis birgok
iilkede bu patojenlerin ekonomide neden olduklar1 negatif etkiler tizerine bir¢ok
arastirma ve veri bulunmasma ragmen iilkemizde bu veriler saglikli degildir.
Tiirkiye hayvancilik sektoriinde solunum sistemi hastaliklar1 biinyesinde yer alan
BPI3V ve diger patojenlerin etkisini objektif olarak ortaya koyacak ve buna bagl
olarak hayvan varlig1 ve ekonomisi zararlarini tam olarak dlgebilecek arastirmalarin

yapilmasi gerekir.
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. Ulkemizde bu yeni genotipin prevalansmin kapsamli bir tarama ile ortaya
cikarilmas: ve iilkemizde yaygin genotip olarak bilinen genotip A ile
karsilagtirilmasinin yapilmasi ve iilkemizde mevcut genotip dagilimini ortaya
konulmalidir.

. Bir c¢ok tilkede sigir solunum sistemi hastaliklari kompleksinde yer alan
patojenlerden korunma amaci ile multivalan asilar ve bu kompleks i¢in gelistirilen
teshis kitleri BPI3VA temelli olarak hazirlanmaktadir. Bu asilarin ve teshis
kitlerinin “A* disinda kalan BPI3V genotiplerine kars1 validitelerinin arastirilmasi
gerekmektedir.

. Ulkemize BPI3VC’nin ithal hayvan alim ile girmis olmasmmn kuvvetle
muhtemeldir. Bununla birlikte 6zellikle solunum sistemi enfeksiyonlarinin yaygin
oldugu mevsimlerde kontrolsuz hayvan hareketlerine gerek sehir gerekse bolgesel
yayllmaya neden olabilecegi i¢in daha siki kontrol tedbirleri uygulanmali,
kontrolsiiz hayvan gegislerine izin verilmemelidir.

. Ulkemizde 6zellikle kiigiik aile isletmelerinde ve siit ve besi ¢ifliklerinde solunum
sistemi enfeksiyonlarina karsi as1 uygulamasina bu asilarin ithal olmasi ve maliyet
arttirmasi nedeni ile fazla oranda miiracaat edilmemektedir. Bu nedenle iilkemiz
hayvanciliginda kullanilmak tizere yerli multivalan asilarin iiretilmesi konusunda
Tarim ve Orman Bakanhig ile Universitelerin ilgili birimlerinin ortak calisma

yapmalidir.
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