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TESEKKUR

Calismalarimin yiiriitiilmesinde bilgi ve deneyimleri ile beni yonlendiren ve
higbir zaman destegini esirgemeyen degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Zafer
YAZICI ’ya tesekkiir ederim. Tez ¢alismalarim: yapmis oldugum Viroloji Anabilim
Dal1 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Semra GUMUSOVA ve Dog. Dr. Harun ALBAYRAK ’a
tesekkiir ederim. Ayrica projemin yiiriitiilmesinde ¢alismalarima maddi olanak saglayan
Ondokuz Mayis Universitesi Proje Yonetimi Ofisi’ne ve ¢alismalarimdaki katkilarindan
dolay1 degerli meslektaslarim Veteriner Hekim Ekrem TURAN ve Veteriner Hekim
Sinan PIR’ e tesekkiir ederim. Meslek hayatimin her asamasinda oldugu gibi yiiksek
lisans ¢aligmalarim sirasinda da maddi ve manevi higbir destegini esirgemeyen ve beni
destekleyen ailemin tiim fertlerine ve sevgili esim Yrd. Dog. Dr. Serife TUTUNCU” ye

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

SAMSUN iLINDE BOVINE ViRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) iLE
PERSISTE ENFEKTE SIGIRLARIN ARASTIRILMASI

Amag¢: Calismamizin amaci; Tirkiye’nin kuzeyinde yer alan Samsun ilinin 4 farkli
bolgesinde bulunan kiigiik aile isletmelerindeki Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV)
ile persiste enfekte sigirlarin arastirilmasi ve Samsun ilindeki BVDV’nin mevcut
seroprevalansinin tespit edilmesidir.

Materyal ve Metot: Tiirkiye’nin Kuzey bolgesinde bulunan Samsun ilinin dort farkl
bolgesinden (Alacam, Kavak, Ladik, Terme) randomize olarak se¢ilmis 119 adet kiigiik
aile isletmesinde bulunan 651 adet si@irdan kan 6rnekleri toplandi. Alinan kan 6rnekleri
Antigen Captured ELISA (ACE) kullanilarak BVDV antijenleri yoniinden ve Serum
Notralizasyon Testi (SNT) kullanilarak BVDV antikorlar1 yoniinden kontrol edildi.
Bulgular: 651 sigirdan 2 tanesi (% 0,03) BVDV antijeni pozitif BVDV antikorlari
yoniinden negatif tespit edildi. BVDV antijeni pozitif hayvanlardan 28 giin sonra ikinci
kan ornekleri alinarak test edildi ve BVDV antijeni negatif, BVDV antikoru pozitif
olarak tespit edildi. Yapilan SNT testi ile 651 sigirdan 211 adedi BVDV antikorlari
yoniinden (%32,41) pozitif olarak tespit edildi. Seropozitif sigirlarin SN titreleri (SNso),
1:2-1:512 arasinda degerlendirildi.

Sonu¢: Arastirma sonucunda Samsun ilinde kii¢iik aile isletmelerinde BVDYV ile
persiste enfekte hayvan tespit edilememistir. Kiiciik aile isletmelerinde tespit edilen
seropozitiflik orani, bu aile isletmelerinde bulunan hayvanlarin BVDV enfeksiyonunu
subklinik olarak gecirmekte oldugunu ya da gegirdigini ortaya koymaktadir. Elde edilen
yiiksek seropozitiflik orani, Tiirkiye’de kiigiik aile isletmelerinde bulunan sigirlarda
BVDYV enfeksiyonunun yiiksek olma olasiligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: BVDV; ELISA; nétralizasyon; persiste enfeksiyon; sigir

Hakan, TUTUNCU, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mart-2016



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PERSISTENTLY INFECTED CATTLE WITH BOVINE
VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SAMSUN PROVINCE

Aim: The aims of this were as follows; to investigate the cattle persistently infected (PI)
with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in small-scale family farms in four different
location of Samsun Province, Northern Turkey; to determine the current seroprevalence
of BVDV in Samsun Province.

Material and Method: In this study, sampling of cattle was from four different
locations (Alacam, Kavak, Ladik and Terme) of Samsun Province in North Turkey.119
small scale family farms having between 1 to 12 cattle were randomly selected.
Samples were tested for BVDV using commercial antigen capture-ELISA (Antigen
Capture ELISA) and tested for BVDV specific antibodies using Virus Neutralization
Test (VNT).

Results: 2 of 652 (0.03%) animals were positive for BVDV antigens by ACE and
antibody negative by VNT. The antigen positive animals were sampled for second time
after 28 days. These animals were found antigen negative and antibody pozitive. 211 of
651 (31.41%) animals were found seropozitive by VNT. VNT titer were calculated
from 1:2 t01:512.

Conclusion: In conclusion, PI cattle with BVDV in small scale family farms were not
detected. We detected seropositivity in small scale family farms, this farms of animals
reveal that this family farms of animals reveal that BVDV infection that had subclinical
or spend. The resulting high seropositivity rate, reveals the possibility that high BVDV
infection in cattle found in small family businesses in Turkey.

Keywords: BVDV; cattle; ELISA; neutralization; persistently infected

Hakan, TUTUNCU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, March-2016
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Santigrat

: Mikrolitre

: Antigen Captured Elisa

: Bovine Viral Diarhhea Virus
: Sitopatojen

- Sitopatik Etki

: Classical Swine Fever Virus

Doku Kiiltiiri Enfektif Doz

Dulbecco’s Modified Essential Medium

. Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
: Glikoprotein

: Giraffe Pestivirus

- Infectious Bovine Rhinotracheitis

- Infectious Pustular Vulvovaginitis

: Kilo Baz

: Monoklaonal Antikor

: Mucosal Disease

Madin Darby Bovine Kidney

: Mililitre

: Nanometre

: Sitopatojen Olmayan

: Negatif Kontrol Optik Dansite

: Ornekleme Yapilan Numune Optik Dansite

: Open Reading Frame

Vi



PBS : Phosphate-Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PE  : Persiste Enfekte

Pl : Persistent infection

RNA : Riboniikleik Asit

rpm : Repeat Per Minute

RSV : Respiratory Syncytial Virus

RT-PCR : Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SN : Serum Notralizasyon

SNT : Serum Notralizasyon Testi

VD : Viral Diarrhea
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1.GIRIS

BVDV (Bovine Viral Diarrhea Virus), sigirlarda neden olduklar1 enfeksiyon ve
diinya hayvancilik ekonomisine verdigi zarar nedeni ile biiyiik 6nem tasimaktadir.
Giiniimiizde bir¢ok iilkede BVDV enfeksiyonlarinin kontrolii ve eradikasyonu i¢in uzun
soluklu programlar gelistirilmis ve uygulamaya konulmustur.

BVDV, Tiirkiye’de lizerinde virolojik ve serolojik olarak en fazla arastirma
yapilan viruslar arasinda yer almasina ragmen enfeksiyonun virolojik ve serolojik
profilinin degisken oldugu gosterilmistir.  Yapilan arastirmalarin  ¢ogunda,
orneklemelerde Tirkiye’de bulunan devlet tarim isletmeleri temel olarak alinmaktadir,
ancak 6zel besi ve siit sigir1 isletmeleri ile ilgili calismalarda az sayidadir.

Arastirmamizda Tiirkiye nin Orta Karadeniz Bolgesi’nin en biiyiik ili ve limam
olan Samsun ili ve ilgelerinde hayvancilikla ugrasan kiigiik 6lgekli aile isletmelerinde
bulunan sigirlarda BVDV enfeksiyonunun persistans: arastirilmigtir. Arastirma ayrica
serolojik olarak destelenerek Samsun iline ait BVDV seroprevalansina 1s1k tutacak

bilgiler giincellenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.Tarihce

BVDV enfeksiyonu ilk kez 1946 yilinda Childs ve Olafson tarafindan sigirlarda
siddetli ishalle seyreden akut enfeksiydz ve kontagiy6z bir hastalik Viral Diyare (Viral
Diarrhea, VD) olarak tanimlamistir (Goens, 2002; Reichel ve ark, 2008). Ramsey ve
Chivers, 1953 yilinda Mukozal hastaligi (Mucosal Disease,MD) tanimladilar. 1957
yilinda MD hastas1 bir sigirdan sitopatojen (cp) BVDV, VD goriilen sigirdan ise
sitopatojen olmayan (ncp) BVDV, 1960 yilinda yine VD goériilen sigirdan cp BVDV
suslar1 izole edildi. 1961 yilinda ilk canli BVDV asis1 Oregon susundan hazirlanarak
uygulamaya sunuldu. 1973 yilinda persiste enfekte (PE) hayvanlarda immuntolerans
tanimlandi. 1984 yilinda MD deneysel olarak iiretildi. 1988 yilinda BVDV’nin genomik
sekansi bildirildi. 1991 yilinda Pestivirus cinsi Flaviviridae ailesi i¢inde yer aldi. 1993
yilinda siddetli akut BVD enfeksiyonu ilk kez tanimlandi ve 1994 yilinda BVDV-2
genotipi tanimlandi (Goens, 2002).

2.2. Etiyoloji
2.2.1. Taksonomi

BVDV, Flaviviridae virus ailesinin Pestivirus cinsinde yer almaktadir.
Flaviviridae, familyas1 Pestivirus, Hepacivirus, Pegivirus ve Flavivirus olmak {izere
dort cinsi icermektedir (ICTV, 2014).

Pestivirus cinsinde, BVDV ile birlikte koyunlarda enfeksiyon olusturan Border
Disease Virus (BDV) ve domuzlarda enfeksiyon olusturan Classical Swine Fever Virus
(CSFV) ve Giraffe Pestivirus (GPV) almaktadir. (Peterhans ve ark., 2010; Yazici ve
ark., 2012; Lanyon ve ark., 2013).

2.2.2. Virusun Yapisi

BVDV, 40-60 nm biiyiikliikkte, zarfli ve ikozahedral simetrili kapside sahip,
pozitif polariteli, tek iplikgikli RNA genomuna sahip kiiciik bir viriistiir (Kalaycioglu,
2007). Viral genom yaklasik 12,5 kb biiyiikliigiinde, kodsuz bir 5° ve 3 ucu ile
sonlanan genis bir ORF’a (open reading frame) sahiptir (Meyers ve Thiel, 1996;
Ridpath, 2005).



BVDV, yapisal olarak C, E™, E1, E2, p7, yapisal olmayan NP, NS2-3(NS-
2,NS-3), NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B glikoproteinlerinden (gp) olusur (Ridpath,
2005; Kalaycioglu, 2007). Yapisal proteinlerden temel niikleokapsid proteini C(gpl4),
zarf proteinleri, E™(gp48), El(gp25), E2 (gp53), BVDV virionlarmi sekillendirir
(Kalaycioglu, 2007). Bunlar i¢inde E2 (gp53), genetik ve antijenik notralizasyondan
sorumlu epitoplara sahiptir, BVDV’nin serolojik ve molekiiler gesitliligini incelemek
igin kullanilir (Bolin ve ark., 1988; Corapi ve ark., 1990; Ridpath ve ark., Becher ve
ark., 2003). E™, (gp48), intraselliiler olarak kalir ve enfekte hiicrelerden salgilanir. Bu
durum persiste enfekte hayvanlarin serumlarinda , E™, serbest olarak bulunmasina
neden olur ve teshis amach kullanilir (Brownlie ve ark., 2000). NS2-3 proteini,
monoklonal ve poliklonal antikorlar tarafindan giiclii bir sekilde taninir ve korunur

(Donis ve ark., 1991), bu nedenle bu proteinler antijen belirleme kitlerinde kullanilir

(Sandvik, 2005).

2.2.3. Genotipleri

BVDV’ni genetik olarak BVDV-1 ve BVDV-2 olmak iizere iki ayr1 genotipi
vardir. Bu iki genotip, kendi aralarinda ve diger pestiviruslardan E2 proteinine karsi
rettikleri antikorlar bakimindan farklilik gosterebildikleri gibi, yapilan genetik
analizlerde genomlarin farkli bolgelerinde farklilik gosterebilirler (Pellerin ve ark.,
1994; Paton ve ark., 1995; Tijssen ve ark., 1996; Ridpath, 2003).

BVDV-1 genotipi, diinya genelinde yaygindir (Brodersen, 2004). BVDV-2
genotipi ise Kanada ve Amerika’da yaygin, Avrupa, Asya ve Giiney Amerika’da
tilkelerinde ise sporadik olarak goriilmektedir (Flores ve ark., 2002; Park ve ark., 2004;
Barros ve ark., 2006; Pizarro-Lucero ve ark., 2006). BVDV-2 genotipine bagh
sekillenen enfeksiyonlar, kanamali sendromlar ile seyreden akut seyirli salginlara
neden olur (Rebhun ve ark., 1989; Carman ve ark., 1998); ancak her iki genotipin
subklinik enfeksiyonlar1 daha yaygindir. Yapilan molekiiler ¢alismalar ve filogenetik
analizler sonucunda BVDV-1’in en az 11 adet ve BVDV-2’nin de 2 adet alt tipi oldugu
bildirilmistir (Vilcek ve ark., 2001; Flores, ve ark., 2002).



2.2.4. Biyotipleri

BVDV’nin hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki (CPE) olusturma ve olusturmama
Ozelliklerine gore isimlendirilen sitopatojen (cp) ve sitopatojen olmayan (ncp) iki
biyotipi vardir. cpBVDV, ncpBVDV’un NS2/3 proteinini kodlayan bolgedeki genetik
degisimleri sonucu olusabilirler (Brownlie, 1990; Meyers ve Thiel, 1996; Baroth ve
ark., 2000; Kimmerer ve ark., 2000; Becher ve ark., 2002). Sitopatik biyotipler,
mukozal hastalik (MD) salginlariyla birlikte izole edilmistir. Nonsitopatik biyotipler
dogada yaygin olarak bulunurlar hayvanlarda persistent enfeksiyona sebep olurlar
(Bendfeldt ve ark., 2003; Peterhans ve ark., 2003; Schweizer ve ark., 2006).

2.3.Epidemiyoloji ve Bulasma

BVDV enfeksiyonu hayvancilik ekonomisine verdigi zararlar nedeni ile
onemli bir enfeksiyondur. Yapilan arastirmalar BVDV enfeksiyonlarinin % 90’dan
fazla oranda ncp suslar tarafindan oldugunu ortaya koymaktadir (Kalaycioglu, 2007).
Ayrica BVDV-2’nin yiikksek morbidite ve mortalite ile karakterize siddetli akut
hemorajik sendroma (Severe Acut Haemorrhagic Syndrom) neden olan ncp suslari
Kuzey Amerika, Kanada, Japonya, Brezilya ve ¢esitli Avrupa tilkelerinde bildirilmistir
(Kalaycioglu, 2007).

Bir ¢ok iilkede BVDV enfeksiyonun kontrol altina alinmasi ve eradikasyonu
lizerine programlar siirdiiriilmektedir. Danimarka, Norveg, Isve¢ ve Finlandiya
eradikasyon programini basari ile tamamlamiglardir (Stahl ve Alenius, 2012). Ayrica
bolgesel eradikasyon programlarmin uygulandigi Italya’nin  Kuzey bdlgesi,
Almanya’nin Asagi Saksonya Eyaleti, Avusturya’nin asagi bolgelerinde BVDV
eradikasyonu tamamlanmistir. Giiniimiizde Isvi¢re, Almanya ve Avusturya’da kontrol
ve eradikasyon programlar1 devam etmektedir (Stahl ve Alenius, 2012).

BVDV’nin enfeksiyon spektrumunda sigirlar yer almaktadir; ancak virus tiir
bariyerini asarak koyun, kegi, domuz, deve ve bir ¢ok vahsi hayvanda enfeksiyon
olusturmaktadir ( Liess ve Moennig, 1990; Deregt ve ark., 2005; Vilcek ve Nettleton,
2006; Passler ve Walz, 2009). Yapilan arastirmalar, BVDV nin sigirlar disinda kalan
diger tiirlerde, Ozellikle vahsi hayvanlarda serolojik olarak tespit edildigini
gostermektedir (Passler ve Walz, 2009). Koyun ve keciler, BVDV ekolojisinde énemli

bir role sahip olabilir. Yapilan filogenetik analizler, koyun ve kegilerin sigirlar ile



iligkisinin diger tiirlere nazaran daha yakin oldugunu ortaya koymaktadir (Passler ve
Walz, 2009).

BVDV, diger pestivirus cinsinde yer alan diger tiirler gibi konak¢ida basarili
olarak ¢ogalabilmek i¢in immun sistemi baskilayan stratejiler gelistirerek direkt ve
cesitli indirekt yollar ile bulasir (Passler ve Walz, 2009). Virusun ncp biyotiplerinin en
biiyiik etkisi eger ¢iftlesme sezonunda ya da gebelik doneminde enfeksiyon olustururlar
ise persiste enfekte (PE) hayvanlarin dogumuna neden olmalaridir (Kalaycioglu, 2007).
PE hayvanlar, BVDV enfeksiyonunun bulagsmasinda en onemli kaynaktir (Passler ve
Walz, 2009). PE hayvanlar, yasamlari boyunca viicut sivilari ile biiyiikk miktarlarda
BVDV sagarlar; bu nedenle virus bulagsmasinda anahtar rol, enfekte siiriilerdeki persiste
enfekte (PE) hayvanlar ile direkt temastir (Passler ve Walz, 2009; Stahl ve Alenius,
2012). Kontrol ve eradikasyon programlarinin biiyilk oranda PE hayvanlarin tespit
edilerek siiriilerden uzaklastirilmasi iizerine dizayn edilmesininde en dnemli nedeni bu
hayvanlarin bulasmada oynadig1 anahtar rolden dolayidir (Kalaycioglu, 2007). Indirekt
bulagsmada, gaita, sekret, eksret, enfekte doku, organ ve attk materyallari ve iatrojen
yolla olabilir. Persiste enfekte sigirdan ya da akut enfekte bir bogadan alinan semenin
dondurulmasi ve bunlarin suni tohumlamada kullanilmas: ile enfeksiyon rahatlikla
bulastirilabilir.  BVDV’nin  bu sekilde yayilma potansiyelleri ¢ok yiiksektir.
Enfeksiyonun yayilmasinda diger 6nemli yollar ise enfekte ve PE enfekte hayvanlarin
nakledilmesi, kontamine veteriner malzemeleri, arag ve geregle temastir (Niskanen ve

Lindberg, 2003; Schirrmeier ve ark., 2004; Stringfellow ve ark., 2005).

2.4. Patogenez
2.4.1. Akut BVDV Enfeksiyonu

Sigirlarda, akut BVDV enfeksiyonu genelde ¢ok siddetli olarak goriilmez ve
akut enfeksiyonlardan izole edilen BVDV izolatlar1 genellikle ncp BVDV suslaridir
(Brownlie, 1990). Akut BVDV enfeksiyonlarinin patogenezi tam olarak bilinmemekle
birlikte, nasal mukozaya iyi adapte olmasi nedeniyle oronasal mukozalardan baslamasi
ve sistemik enfeksiyon haline doniismesi muhtemeldir (Brownie,1990). Bazi akut
enfeksiyonlarda okulonasal akinti ve agiz i¢i iilserasyonlar goriilebilir. Sistemik hale
doniisen akut BVDV enfeksiyonlarinda lenfosit ve monositler sensitif hale geger ve

16kopeni olusumuna neden olur, ayrica B ve T lenfositlerde gegici bir azalma



mevcuttur. Enfeksiyonun baglamasindan 11-17 giin sonra iyilesme goriiliir (Brownlie,

1990).

2.4.2. Kansik (Mix) BVDV Enfeksiyonu

Sigirlarda akut BVDV enfeksiyonu bagka bir patojenle karigik enfeksiyon
olusturmaktadir. BVDV enfeksiyonu ozellikle sigirlarin  Infectious  Bovine
Rhinotracheitis/Infectious Pustular Vulvovaginitis (IBR/IPV), Respiratory Syncytial
Virus (RSV) ve adenovirus ile kombine enfeksiyonlar seklinde solunum sistemi
enfeksiyonlarina; rotavirus ve coronavirus ile kombine sindirim sistemi
enfeksiyonlarina neden olur. Karisik enfeksiyonlarin patogenezinde immunupresyon,

16kopeni ve notrofil disfonksiyonu goriiliir (Brownlie, 1990).

2.4.3. Veneral Enfeksiyonlar

BVDV ile konjenital enfeskiyonlar1 takiben iirogenital sistemde BVDV
yayillimi olasidir. Persiste viremik hayvanlarda bu daha c¢ok risk igermektedir.
Seronegatif hayvanlarda iirogenital sistemin BVDV ile akut enfeksiyonu sistemik hale
doniiserek persiste viremik hayvanlarin neden oldugu sonuglardan daha agir kayiplara
neden olabilir (Brownlie, 1990). BVDV ovarium ve testikuler dokular1 enfekte eder ve
akut enfekte bogalarin semeninden eclde edilebilir. Semen diisiik kalitededir ve

seronegatif siiriilerde enfeksiyonun yayilmasinda potansiyel kaynaktir.

2.4.4. Intrauterin ve Konjenital BVDV Enfeksiyonu

Seropozitif hayvanlarda maternal antikorlar virusun plasentayr gegmesine engel
olmasindan dolayr bu hayvanlarin fotiislerinde ender olarak BVDV enfeksiyonu
sekillenir. Bu nedenle intrauterin ve konjenital enfeksiyonlar BVDV seronegatif disiler
ile siirlandirilmastir.

Seronegatif disilerde akut BVDV enfeksiyonlarinda virus yayilarak plasentada
replike olabilir ve plasentay1 hasar olusturmadan rahatlikla gegebilir. Bu durum anneden
yavruya virusun transferi ile sonuglanir. intrauterin enfeksiyon yiiksek oranli abortlara,
erken embriyo dliimlerine, infertilite ve d6l tutamamaya neden olur.

Intrauterin enfeksiyonlarin sonuglari fotusun enfekte oldugu yas ve enfekte eden

virusun biyotipi olmak {iizere iki temel faktdre baglidir. Sigirlarda gebeligin ilk



trimesteri (110-120 giine kadar uzayabilir), ikinci trimesteri (yaklasik 180-200 giin),
ticiincii trimesteri (280 giin) ve dordiincii trimesteri ayr1 ayri dnemlidir. Gebeligin ilk iki
trimesterinde ncp BVDV ile sekillenen fotal enfeksiyonlar abort ile sonuglanabilir
(Brownlie, 1990). Ancak ozellikle gebeligin ilk trimesterinde mumifikasyon, fotal
oliimler abortlar daha fazladir (Bielefeldt-Ohmann, 1995). Ayrica ilk trimesterde virusa
kars1 spesifik immuntolerans sekillendiginden dolayr sag kalmayi basaran fotiisler
persiste enfekte olarak dogarlar (Brock ve Chase, 2000). Ikinci trimester, sinir
sisteminin ve gozlerin meydana geldigi organogenezisin son asamasi esnasinda viral
kopyalamanin neden oldugu bozulmalara olduk¢a hassasdir. Kongenital defektler; lens
opakligi, korliik, retinal displazi, katarakt, sereballar hipoplazi ve hidraensefali igerir.
Ayrica ¢esitli sinir sistemi bozuklari, atrogripoza goriilen defektler arasindadir.
Gebeligin 125 giinlinden sonra fotal immnun sistem gelismeye baslar. Gebeligin son
trimesterinde olusan enfeksiyonlara fotiis immun yanit olusturur ve notralize edici
antikorlar ile virusu ortadan kaldirabilir. Bu fotislar dogumda immunkompetan
olduklar1 i¢in virus-negatif, antikor pozitiftirler (Brownlie, 1990; Moennig ve Liess,
1995 ; Graham, 2001).

2.4.5. Persiste BVDV Enfeksiyonu

Gebeligin ilk trimestrinde ncp biyotiplerin sadece transplasental olarak
bulagsmasi sonucunda, persiste enfekte (PE) buzagilar dogar (Charleston ve ark., 2001).
PE buzagilar BVDV i¢in spesifik immuntoleransa sahiptirler ve virusa karsi herhangi
bir antikor ya da T hiicre yanit1 olusturmazlar (Collen ve ark., 2000). Klinik olarak
saglikli goriilen birgok PE hayvan persistans tespit edilirse itlaf edilmektedir. BVDV
enfeksiyonlarin sebep oldugu total buzag: kayiplari, endemik enfeksiyonlarin oldugu
ilkelerde % 25 oranindadir (Houe, 2003).

Bu nedenle BVDV enfeksiyonlarinin birgok iilkede ciddi hayvan refahi
problemlerine neden oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 persiste enfekte dogan buzagilar
erginlik donemine girinceye kadar yasayabilir. Bu buzagilar 1slah i¢in kullanilir ise
yavrular1 persiste enfekte dogar. PE bogalarda semen firetimi diisebilir ve infertil
olabilirler (Moennig ve Liess, 1995). Voges ve ark.(1998), yaptiklari bir ¢alismada
gliclii sekilde seropozitif ve viremik olmayan bir boganin semeninde persiste viruslarin

yayildigimi bildirmislerdir. Bu durum bogalarin ergenlikte, ‘kan-testis’ bariyerinin



olusumu sirasinda enfekte olduklarmi disiindiirmektedir; bdylece virus testislerin
icerisinde replike oluyor ve bariyerden kagiyor (Voges ve ark., 1998; Fray ve ark.,
2000). BVDV, sigirlarda genital sistemi tehdit eder ve bu sisteme ait bozukluklar
sonucunda erken embriyo Oliimii ve rezorpsiyonu, abort, metritis gibi fertilite
problemlerine de neden olur. Bu olgular sonucunda siiriide "repeat breeder" olarak
tanimlanan "d6l tutmayan" hayvanlar ortaya c¢ikar. Fotal enfeksiyonun en Onemli

ipuglarindan birisi de persiste enfekte (PE) buzagi dogumudur (Burgu ve ark., 2003).

2.4.6. Mukozal Hastalhik (MD)

Sigirlarda goriilen BVDV enfeksiyonlari, biiyiik oranda ncp biyotipler tarafindan
olusturulur. BVDV enfekte hayvanda MD olusabilmesi i¢in enfekte eden ncp biyotipi
ile homolog olan ve genetik iligkili cp BVDV biyotipi ile siiper enfekte olmasi gerekir
(Fenner, 2011). Yapilan ¢aligmalar, cp biyotiplerin gesitli mutasyonlar ile ncp biyotipler
tarafindan olusturalan persiste enfeksiyonlar olustugunu ortaya koymustur (Ridpath ve
Bolin, 1995; Meyers ve Thiel, 1996; Fritzemeier ve ark., 1997; Fenner, 2011). MD,
genellikle bir iki hafta icerisinde klinik belirtileri gosteren ve yiiksek 6liim oran1 (%100)
ile seyreden bir hastaliktir. Akut MD vakalarinda lenfatik organlarda ve gastrointestinal
sistem boyunca nekrozlar olusur, karakteristik erozyonlar ve iilserler dikkati ¢ceker. Agiz
boslugu ve burun, 6zefagus, mide ve ince barsak mukozalarinda yaygin erozyon ile
ilserler olusur (Baker, 1987; Fenner, 2011). Kronik MD vakalarinda gastrointestinal
sistem lezyonlar1 karakteristik degildir ancak deri iilserleri, boyun ve bacak derilerinde

yaygin hiperkeratoz olusumu vardir (Fenner, 2011).

2.5. Klinik Bulgular

BVDV enfeksiyonlar1 hayvanin immun durumu, asi durumu ve siiriide PE
enfekte hayvanlarin bulunup bulunmamasi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak gelisebilir.
Klinik ve patolojik semptomlar yas ve gebelik durumu ile ilgili olarak BVDV
enfeksiyonlarinda 3 farkli tablo sekillendirebilir (Fenner, 2011).

2.5.1.Gebe Olmayan Hayvanlarda Dogum Sonras1 BVDV Enfeksiyonu
Sigirlar her yag donemlerinde BVDV enfeksiyonuna duyarlidir. Ancak enzootik

enfeksiyon goriilen siirlilerde gen¢ hayvanlarda enfeksiyon geneldir. Buzagilarin



kolostrum yolu ile aldiklar1 antikorlar 3-8 ay arasinda kayboldugundan bu buzagilar
enfeksiyondan sonra klinik semptom gostermeyebilir (Fenner, 2011). Duyarli
hayvanlarda enfeksiyon sonrasi inkubasyon siiresi 5-7 giindiir. Duyarli hayvanlarda
bifazik ates ve l6kopeni olusur. Baz1 hayvanlarda ishal gelisebilir (Fenner, 2011). Agiz,
burun, disetleri dudak bolgelerinde erozyonlar sekillenir. Siit ineklerinde siit veriminde
azalma dikkati c¢eker. Bazi duyarli hayvanlarda trombositopeni yiiksek Oliim orani
dikkati ceker. Ayrica BVDV enfeksiyonlari, Bovine Herpes Virus tip-1, RSV,
adenovirus tipleri ile kombine solunum; rotavirus ve koronavirus ile kombine olarak da

sindirim sistemi enfeksiyonlar olusturabilir (Fenner, 2011).

2.5.2.Gebe Hayvanlarda BVDV Enfeksiyonu

Gebe hayvanlarin BVDV enfeksiyonu sirasinda virusun transplasantal olarak
enfekte olmasi sonucu fotusun yasina ve virusun biyotipine bagl c¢esitli semptomlar
sekillenir. Bu semptomlar: Enfeksiyon, gebeligin erken donemlerinde sekillenirse sik
olarak embriyonik Sliimler ve rezorbsiyon goriiliir (Fenner, 2011). Immun sistemin
gelisiminden Once sekillenen BVDV enfeksiyonlarinda destruktif fotal lezyonlar,
persiste postnatal enfeksiyonlar ve biiylimede gerilik ve buna bagli olarak normalden
diisiik kiloda yavru dogumlar1 (weak calf syndrome) ve 6liim olusur. Fotal enfeksiyon
esnasinda virusun organogenezisi etkilemesi sonucu retinal displazi, serebellar
hipoplazi, hidrosefali sekillenebilir. Gebeligin erken dénemlerinde enfekte olan ancak
hayatta kalan fotiisler persiste enfekte olarak dogarlar ve hayatlar1 boyunca persiste
enfekte kalirlar. Yapilan testlerde seronegatif olarak tespit edilirler ancak biiyiik
miktarlarda virus sacarlar. Baz1 enfekte sigirlarda mukozal hastalik sekillenir (Fenner,

2011).

2.5.3.Persiste Enfeksiyon (PE) ve Mukozal Hastalik (MD)

Duyarli siiriilerde buzagilarin 6nemli kismi PE sekilde dogar. PE enfekte
buzagilarda biiylimede gerilik ve 6liim orani ilk yil i¢inde % 50’den fazladir. MD,
sadece ncp ve cp BVDV varliginda sekillenir. ncp BVDV ile enfekte sigirlarin bu
biyotiple homolog olan cp biyotipleri ile siiperenfekte olmasi sonucu MD olur. MD

aniden olusabildigi gibi haftalara aylara yayilabilir. Ates, anoreksi, sulu siddetli ishal,



stomatit, dehidrasyon, siddetli eroziv ve iilseratif lezyonlar sekillenir ve sonugta 6lim

kacinilmazdir (Fenner, 2011).

2.6. BVDV’nin Teshisi

BVDV kontrol ve eradikasyounun yapildig: {ilkelerde persiste hayvanlarin tespit
edilmesi ve siliriden ¢ikarilmast gereklidir. Giiniimiizde sigirlarda BVDV
enfeksiyonlarinin teshisinde c¢esitli laboratuvar tani metotlar1 kullanilmaktadir. Bu
metotlar siiriilerde BVDV varligin1 ortaya koyar ve virus spesifik antikorlarin tespitini
saglar (Ahmad ve ark., 2014).

2.6.1.Serolojik Yontemler
2.6.1.1.Serum Notralizasyon

Serum nétralizasyon (SN) testleri, BVDV enfeksiyonlarinda antikor tespiti i¢in
kullanilan en 6nemli testlerden birisidir ve altin standart olarak kabul edilmektedir. SN
testleri hassas olmasina ragmen hiicre kiiltiirii kullanilmasi1 nedeni ile kontaminasyon
riskinin yiliksek olmasi, yapilisinin ve sonuglarinin okunmasinin uzun zaman almasi gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir (Ahmad ve ark., 2014).

2.6.1.2. Antikor ELISA Testi (Antigen Captured ELISA, ACE)
ACE-ELISA testi, SN testine gore daha hassas, yapilist daha kolay ve hizl

sonu¢ veren bir testtir. Biliylik miktar numunelerin taranmasi kisa siirede yapilabilir.

(Ahmad ve ark., 2014).

2.6.2. Antijenlerinin Tespit Yontemleri
2.6.2.1.Virus izolasyonu

BVDV izolasyonunda sigir fotal bobrek hiicre kiiltiirli, sigir turbinata hiicre
kiiltiirii, sigir endotel hiicre kiiltiirii kullanilir (Sandvik, 2005). Hiicre kiiltiirleri iginde
virus izolasyon calismalarinda en fazla MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) olarak
bilinen si8ir bobrek epitel hiicre kiiltiirii kullanilir (Ahmad ve ark., 2014). cp BVDV
suslar1 48-72 saat icerisinde hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki (CPE) olusturmaya baslar.
Genel olarak BVDV saha suslar1 ncp biyotipler seklindedir. Bu nedenle ncp biyotiplerin
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hiicre kiiltiirlerinde tespitinde immunoperoksidaz ve immunofloresans testleri
kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirlerine BVDYV izolasyonu i¢in 16kosit, svab, semen, doku
ve organ numuneleri kullanilabilir. BVDV izolasyonunda kullanilacak, hiicre kiiltiirii,

serum ve besiyerlerinin mutlaka BVDV’nin ncp suslar1 yoniinden ari olmasi 6nemlidir

(YYazici ve ark., 2012; Ahmad ve ark., 2014).

2.6.2.2. Antijen ELISA (Antigen Captured ELISA, ACE).

BVDV antijenlerinin tespit edilmesinde cesitli ELISA yontemleri ticari olarak
tretilmekte ve kullanilmaktadir. ACE, viral antijenlere spesifik monoklaonal
antikorlarin (Mab) kullanildig1 bir yontemdir. Yontem, virus spesifik monoklonal
antikorlarin viral antijenleri yakalama esasina dayanmaktadir. PE hayvanlarin tespit

edilmesinde giiniimiizde basari ile kullanilmaktadir (Ahmad ve ark., 2014).

2.6.2.3.Molekiiler Yontemler

RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction) viral niikleik
asidin tespit edilmesinde kullanilan hizli ve siiratli bir tekniktir. Kullanilan
konvensiyonel RT-PCR tekniklerinde uygulanan protokol evreleri zaman almasina
ragmen gilinlimiizde en sik tercih edilen yontemdir. Son yillarda kullanilan gergek
zamanl (real time) RT-PCR testi gerek kontaminasyon riskini ¢ok aza indirgemesi

gerekse de konvensiyonel PCR yontemlerinden daha sensitif olmasi nedeni ile tercih

edilmektedir (Ahmad ve ark., 2014).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Orneklemenin Yapildig Bolge
Arastirma, cografik olarak Karadeniz Bolgesinin en biiyiik ili olan ve cografik
olarak 36,33° boylam, 41,25° enlem arasinda yer alan Samsun siirlar i¢inde bulunan

Alacam, Kavak, Ladik ve Terme il¢elerinden 6rnekleme yapilarak gerceklestirildi.

3.1.2. Ornekleme Kriterleri

Samsun il sinirlart igerisinde yer alan Alacam, Kavak, Ladik ve Terme
ilgelerinde yer alan ve randomize olarak secilen toplam 119 kiigiikk odlgekli aile
isletmesinde bulunan 651 sigirdan kan numunesi toplanmustir. Isletmelerin ve
hayvanlarin ilgelere gére dagilimi Tablo.1’de detayl olarak verilmistir. Ornekleme
kriterleri ise maddeler seklinde asagida sunulmustur :

e Ornekleme yapilmadan once isletme sahiplerinden gerekli izinler
alimmustir.

e Ornekleme yapilan hayvanlarin klinik durumlar1 ve hastalik ge¢misleri
detayli olarak incelenmis; Ozellikle konjenital anomalili dogum yapan
hayvanlarin varlig1 ya da atik vakalar1 hakkinda bilgi alinmistir.

e Ornekleme yapilan hayvanlarin tamami 1 yas ve {izerindedir.

e Ornekleme yapilan hayvanlarin tamami asilanmamis hayvanlardir.

3.1.3. Kan Numuneleri

Toplam 651 kan numunesi toplanmistir. Kan numuneleri hayvanlarda vena
jugularis’ten serum elde etmek amaci ile vakumlu silikon tiiplere ve 16kosit numunesi
elde etmek amaci ile vakumlu EDTA igeren tiiplere alinmistir. Alinan numuneler soguk
zincir altinda islenmek iizere Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dali Laboratuvarlari’na getirilmistir.



Tablo 1. Arastirmada Samsun ilinde 6rnekleme yapilan kiigiik 6l¢ekli aile isletmeleri ve

ornekleme yapilan hayvan sayilari

Kiiciik olcekli aile isletmeleri
Sira No Isletme Sayis1 (Toplam Hayvan Sayisi)
Alacam Kavak Ladik Terme
1 - 1(1) - -
2 - 2(4) 2(4) -
3 2 (6) 7(21) 4(12) 4(12)
4 3(12) 5(20) 6(24) 13(52)
5 4(20) 3(15) 2(10) 6(30)
6 2(12) 4(24) 3(18) 5(30)
7 3(21) 3(21) 3(21) 4(28)
8 6(48) 1(8) 2(16) 1(8)
9 4(36) 3(27) 5(45) 1(9)
10 - 2(20) - -
11 - - 2(22) -
12 1(12) - 1(12) -
Toplam | 25(167) 30(161) 30(184) 34(169)

3.1.3.1. Kan Numunelerinden Serum Elde Edilmesi

Vakumlu silikonlu tiiplere vena jugularis’ten alinan kan ornekleri sogutmali
santrifij (Nuve, Tirkiye) yardimi ile 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifuj islemi sonunda iist kisimda olusan serum tiipleri 2 ml hacimli steril
mikrotiiplere (Eppendorf, Almanya) alinmistir. Serumlar, 56°C’de 30 dakika inaktive
edildikten sonra testlerde kullanilincaya kadar -20 °C’lik derin dondurucuda (Argelik,
Tirkiye) saklanmigtir.

3.1.3.2.Kan Numunelerinden Lokosit Elde Edilmesi

Vakumlu EDTA igeren tiiplere vena jugularis’ten alinan kan 6rnekleri sogutmali
santrifiij yardimi ile 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifuj islemi
sonunda iist kistmda plazma, alt kisimda eritrosit ve orta kisimda ise halka seklinde

16kosit olmak tizere 3 katman sekillenmistir. Orta kisimda bulanan 16kosit katmanlar
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pastor pipeti yardimu ile dikkatli bir sekilde alinmis ve 1,5 ml Phosphate-buffered saline
(PBS) (Gibco, ABD) igeren tiiplere aktarilmistir ve tekarar santrifiij edilmistir. Yikama
islemi iki kez gergeklestirilmistir. Elde edilen 16kosit numuneleri steril mikrotiiplerde

testlerde kullanilincaya kadar -80 °C’lik derin dondurucuda (Sanyo, Japan) saklanmustir.

3.1.4. Hiicre Kiiltiirii
Arastirmada mikrondtralizasyon testlerinde hiicre kiiltiirii olarak Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 hiicre stok koleksiyonunda yer

alan MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) Hiicre Kiiltiirii kullanilmistir.

3.1.5. Virus
Arastirmada mikrondtralizasyon testlerinde sitopatik BVDV susu olarak NADL
kullanilmistir. BVDV-NADL, Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dal1 virus stok koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.6. Besiyerleri ve Serum

MDBK hiicre kiiltiirlerinin iiretilmesinde DMEM (Dulbecco’s Modified
Essential Medium) (Gibco, ABD) besiyeri % 10 oraninda Fétal Dana Serumu
(Biological Industrial, Israil) ve % 1 oraninda antibiyotik soliisyonu (Biological
Industrial, Israil) katilarak kullanilmistir. Hiicrelerin subkiiltiir edilmesi igin proteolitik
enzim olarak tripsin (Gibco, ABD) kullanilmistir.

Arastirmada kullanilan hiicre kiiltiirleri, besiyerleri, fotal serum, tripsin ve
antibiyotik soliisyonu BVDV’nin ncp suslari tarafindan olasi bir kontaminasyon

acisindan test edilmis ve ari olduklar1 tespit edildikten sonra kullanilmastir.

3.1.7 Antijen Yakalama ELISA Kiti
Bu aragtirmada BVDV antijenlerinin tespiti amaci ile ticari ACE (IDEXX, USA)
kitleri kullanilmistir. Test kitleri, BVDV ile PE hayvanlarin kan ve dokularinda bol

miktarda bulunan E™® proteinlerinin tespit edilmesi prensibi ile ¢alismaktadir.
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3.2. METOT
3.2.1. Viruslarm Uretilmesi

Arastirmada serum notralizasyon testlerinde kullanilmak tizere BVDV’nin
sitopatojen susu olan NADL, MDBK hiicre kiiltiirlerinde tretilerek stoklanmistir. Bu
amagla MDBK hiicre kiiltiirleri 75 ¢cm? {ireme yiizeyine ve 200 ml hacime sahip tek

kullanimlik steril polisteren hiicre kiiltiirii siseleri kullanilmistir.

Test Protokolu:

e MDBK hiicrelerinin %10 oraninda PBS ve %1 oraninda antibiyotik
iceren DMEM besi yeri ile subkiiltiirli yapilmistir.

e Subkiiltir isleminden 20 saat sonra tamamen hiicre kiltlirii sisesinin
yiizeyini tamamen kaplayan hiicrelerin besi yeri uzaklastirilmis ve hiicre
yiizeyi PBS ile bir defa yikanmuistir.

e Hiicre kiiltiirii sisesinin hacminin %1 oraninda BVDV NADL hiicre
yiizeyine inokule edilmistir.

e 1 saat siire ile 37°C’de inkubasyona birakilmistir.

¢ Inkubasyon sonrasi inokule edilen virus uzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiiri
sisesi hacmini %10’u oraninda olacak sekilde serum icermeyen DMEM
vasati ilave edilerek 37°C’de inkubasyona kaldirilmis ve virus tiremesi
yoniinden her giin kontrol edilmistir.

e Hiicre kiiltiirinde %80-85 oraninda CPE go6zlemlendigi zaman virus
iceren hiicre kiiltiirleri -80 °C’lik derin donduruculara kaldirilmis ve
dondurulmustur. Daha sonra 37 °C de ¢6ziilmiistiir.

e Dondurma ve ¢o6zme islemi 2 kez yapildiktan sonra virus igeren
stispansiyon 50ml hacimli steril tiiplere alinarak 3000 rpm devirde 15
dakika santrifuj edilmistir.

e Santrifiij islemi sonunda siipernatant alinarak 0,22 np filitre
sistemlerinden gecirilmis ve 1 ml porsiyonlar seklinde ependorf tiiplere

boliinerek -80 °C’lik derin donduruculara kaldirilmistir.
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3.2.2. BVDV’nin Enfeksiyozite Giiciiniin Mikrotitrasyon Yontemi Ile Tespit

Edilmesi

Uretilen BVDV-NADL susunun enfeksiydzite giicii Doku Kiiltiirii Enfektif Doz

(DKIDs0/0,1ml) olarak mikrotitrasyon yontemi ile tespit edilmistir.

Test Protokolu:

Virusun 107 ile 10 degerleri arasinda sulandirmasi yapilmistir. Bu amagla 96
kuyucuklu tablalarda her sulandirma basamag i¢in 4 kuyucuk segilmistir.

96 kuyucuklu tablanin tiim kuyucuklarina ¢ok kanalli pipet yardimi ile 100 pl
serum icermeyen DMEM vasat1 konmustur.

[k dort goziin her biri icine 11yl BVDV-NADL konmustur bdylece virusun
1/10 dilusyonu elde edilmistir.

Cok kanall1 pipet 11ul oranina ayarlanarak ilk dort gézden 11pul cekilerek ikinci
siradaki dort goze aktarilmis ve dikkatlice karistirilmistir. Bu islem son
sulandirma basamagina kadar devam etmis ve son sulandirma basamaginin
gozlerinden sulandirmayi takiben 11 pl atilmistir.

Dort kuyucuk hiicre kontrol i¢in seg¢ilmistir. Bu goézlerin her birisine 100ul
serum icermeyen DMEM vasati konmustur. Dort kuyucuk virus kontrol igin
secilmistir. Bu kuyucuklarin her biri i¢cine 50ul saf virus ve 50ul serum
icermeyen DMEM vasat1 konmustur.

Tiim gdzlerin iizerine 3x10* hiicre/ 0,1 ml olacak sekilde hazirlanan MDBK
hiicre siispansiyonu her test goziine 100ul hacimde ilave edilmistir. Tablanin
tizeri seffaf bant ile kapatilarak 37 °C, %5 CO2’li ortamda 3 giin siire ile inkube
edilmistir.Her giin CPE yoniinden kontrol edilmistir.

Inkubasyon periyodu sonunda virusun DKIDso degeri Reed ve Muench (1938)

belirttigi formula gore hesaplanmistir.
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3.2.3. Antijen Yakalama ELISA Testi (ACE)
Test Protokolu :
e Test kitinde bulunan tiim kimyasallar ve 96 kuyucuklu ELISA pleytleri oda
1s1s1na getirilmistir.
e Tiim kuyucuklar 50ul antikor arama soliisyonundan konularak kaplanmistir.
50ul negatif kontrol ve 50ul pozitif kontrol secilen kuyucuklara ilave edilmistir.
Kalan kuyucuklara kontrol edilecek numunlerden 50ul konulmustur.
e 2 saat siire ile 37 °C’de inkubasyona birakilmistir.
e Her kuyucuk 300 pl yitkama solusyonu ile yikanmigtir.
e Tiim kuyucuklara 100 pl konjugat ilave edilmistir.
e 30 dakika oda 1s1sinda inkubasyona birakilmistir.
e Her kuyucuk 300 pl yitkama solusyonu ile yikanmistir.
e Tiim kuyucuklara 100 pl substrat ilave edilmistir.
e 10 dakika oda 1sisinda karanlikta inkubasyona birakilmstir.
e Tiim kuyucuklara 100 pl reaksyonu durdurucu soliisyon ilave edilmistir.
e Sonuglar Elisa okuyucusu ile 450 nm’ lik filitre ile okundu.Sonuglar elde edilen

optik dansitelere gore degerlendirilmistir.

Sonuclarin Degerlendirmesi: ACE testi degerlendirmesi negatif kontrol optik dansite
(NKOD) sonuglarinin 6érnekleme yapilan numune optik dansite (ONOD) sonuglarindan
cikarilmasi ile yapilmistir. Buna gore; eger ONOD — NKOD < 0,3 ise sonuglar pozitif
olarak, bulunan okuma degeri ONOD — NKOD > 0,3 ise sonuclar negatif olarak kabul

edilmistir.

3.2.4. Serum Notralizasyon Testi

Serum Notralizasyon Testi ve Antikor Titre Degerlerinin (SNso) Tayini
Arastirmada, serum Orneklerinde BVDV spesifik antikorlar1 tespiti amaciyla

Frey ve Liess (1971) tarafindan uygulanan mikronétralizasyon yontemi ile test

edilmistir. Test 96 kuyucuklu steril tablalarda (TPP, isvicre) gerceklestirilmistir.
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Test Protokolu :

Her serum 6rneginden 96 kuyucuklu mikrotitrasyon tabletlerinde kendileri i¢in
ayrilmis 2 kuyucuga 50 pl konuldu.

100 DKIDsg oraninda sulandirilmis BVDV her kuyucuga esit hacimde ilave
edilerek 1 saat siireyle 37 °C, %5 CO2’li ortamda ndtralizasyonu saglamak
amaci ile inkubasyona birakildi.

Siire sonunda 2x10* hiicre/ 0,1 ml olacak sekilde hazirlanan MDBK hiicre
stispansiyonu her test géziine 100 ul hacimde ilave edildi.

Tabletler 37 °C, %5 CO2’li ortamda 4 giin siireyle inkiibe edildikten sonra test
degerlendirildi. Virus iiremesini inhibe eden serum ornekleri aranan antikor

yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Sonuglarnn Degerlendirmesi: Notralizasyon tabletleri ters mikroskopta kontrol edildi

ve CPE olusumunun negatif oldugu kuyucuklar BVDV antikorlari yoniinden pozitif

olarak degerlendirildi.

Seropozitif olan hayvanlarin serum orneklerinde antikor degerlerinin (SNso)

tayin i¢in ise agsagida detayi verilen protokol uygulanmistir.

Mikrotitrasyon tabletlerinin tiim kuyucuklara 50 pl serum icermeyen DMEM
vasatindan konulmustur.

Her serum 6rneginden 96 kuyucuklu mikrotitrasyon tabletlerinde 2 kuyucuk
secilmis ve 1lgili serum numulerinden 50 pl konularak ilk kuyucuklarda 72 lik
bir dilusyon elde edilmistir. Bu sulandirmalardan ¢ok kanalli otomatik pipet
yardimi ile 50’ser pl alinarak bir sonraki goze aktarilmis ve bu islem
mikrotitrasyon tablasmin son kuyucuklarma kadar devam etmis ve son
kuyucuklardan 50’ser pl atilmistir. Boylece pozitif serum numunlerinin % ile
1/512 arasinda iki katli sulandirmalar1 elde edilmistir.

100 DKIDsg oraninda sulandirtlmis BVDV her kuyucuga esit hacimde (50 ul)
ilave edilerek 1 saat siireyle 37 °C, %5 CO2’li ortamda nétralizasyonu saglamak
amaci ile inkubasyona birakilmistir.

Siire sonunda 2x10* hiicre/ 0,1 ml olacak sekilde hazirlanan MDBK hiicre

siispansiyonu her test goziine 100 pl hacimde ilave edilmistir.
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e Tabletler 37 °C, %5 CO2’li ortamda 4 giin siireyle inkiibe edildikten sonra test
degerlendirildi. Virus iiremesini inhibe eden serum ornekleri aranan antikor
yoniinden pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sonuglarin Degerlendirmesi: Notralizasyon tabletleri ters mikroskopta kontrol edildi
ve CPE olusumunun negatif oldugu kuyucuklar BVDV antikorlari yoniinden pozitif
olarak degerlendirilmistir ve CPE yonilinden negatif olan kuyucuklarin sona erdigi

dilusyon oarani1 o pozitif serumun SNso degeri olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Antijen Yakalama ELISA Testi Sonuglar:

BVDV antijenlerini tespit etmek amaci ile yapilan ACE testi sonuglari
Tablo.2’de detayli olarak gosterilmistir. Test edilen 651 sigirdan sadece 2 tanesi ACE
testi ile % 0,3 (2/651) oraninda BVDV antijeni pozitif olarak tespit edilmistir. Bu
hayvanlar SN testi sonucunda BVDV antikorlari negatif tespit edilmistir. Pozitif olarak
bulunan hayvanlar Ladik ilgesinden toplanan Ornekler arasinda bulunmaktadir; ilge

bazinda pozitiflik oran1 %1,08 (2/184) olarak bulunmustur.

Tablo 2. Antijen ELISA (ACE) testi Sonuglarinin yerlesim yerlerine gore dagilimi

Kiiciik Olgekli Test Edilen Antijen ELISA(ACE)
Yerlesim Isletme Sayis Hayvan Pozitif (%) Negatif (%)
Sayisi
Alacam 25 167 - 167(100,0)
Kavak 30 161 - 161(100,0)
Ladik 30 184 2 (1,08) 182(98,92)
Terme 34 169 - 169(100,0)
Toplam 119 651 2(0,3) 649 (99,97)

BVDV antijeni pozitif bulunan hayvanlarda 28 giin sonra ikinci kez kan
ornekleri alinarak ACE testi ve SN testleri uygulanmistir. Bu testler sonucunda daha
once BVDV antijeni pozitif ve BVDV antikoru negatif olarak tespit edilen 2 hayvan,
ikinci ornekleme test sonuglarinda BVDV antijenleri negatif ve BVDV antikorlar
pozitif olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglar 6rnekleme yapilan 651 sigir arasinda PE hayvan bulunmadigin

ortaya koymaktadir.




4.2. Serum Nétralizasyon Testi (SN)

BVDV antikorlarini tespit etmek amaci ile yapilan SN testi sonuglar1 Tablo.3’de

detayli olarak gosterilmistir. Test edilen 651 sigirdan sadece 211 tanesi SN testi ile
%32,41 (211/651) oraninda BVDV antikorlar: pozitif olarak tespit edilmistir.

Tablo 3. Serum Notralizasyon Testi uygulanan orneklerin toplandigi ilgeler, 6rnek

toplanan kiigiik 6lgekli isletmelerin il¢elere gore dagilimi ve SNT sonuglari

Kiiciik Olcekli Test Edilen Serum Notralizasyon Testi(SNT)
Yerlesim | isletme sayisi Hayvan Sayisi Pozitif (%) Negatif (%0)
Alacam 25 167 43 (25,74) 124(74,26)
Kavak 30 161 49(30,34) 112(69,66)
Ladik 30 184 96(52,17) 88(47,83)
Terme 34 169 23(13,60) 146(86,40)
Toplam 119 651 211(32,41) 440(67,59)
60
50
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w
o
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0
Alacam Kavak Ladik Terme
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Sekil 1. Seropozitif hayvanlarin il¢elere gore dagilimi
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Seropozitiflik oranlar1 Ladik ilgesinde % 52,17, Kavak il¢esinde %30,34,
Alagam ilcesinde %25,74 ve Terme ilgesinde %13,60 olarak bulunmustur. Sekil 1’ de
goriildiigii gibi Ladik ilgesinde seropozitiflik oran1 en yiiksek, Terme ilgesi

seropozitiflik oran1 en diisiik olarak tespit edilmistir.

4.3. Seropozitif Numunelerin Antikor Titre Degerleri (SNso)
BVDV antikoru pozitif olan hayvanlarin antikor titre (SNso) degerleri Tablo.4’de
detayli olarak gosterilmistir. Seropozitif hayvanlarda SNso degerleri 1/8 ile 1/512

dilisyon degerleri arasinda degismektedir.

Tablo 4. Pozitif Numunelerin SNsp antikor titre degerlerinin diliisyolara ve ilgelere gore

dagilimi

Yerlesim Pozitif Numunelerin SNso antikor titre degerleri Toplam

1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Alacam 13 11 15 1 3 - - 43
Kavak 7 14 21 3 3 1 49
Ladik 20 17 40 5 9 3 2 96
Terme 3 5 12 1 2 - 23
Toplam 43 47 88 10 15 5 3 211

Seropozitif olarak bulunan 211 hayvandan 178 adedinin antikor titre degeri 1/8
ile 1/32 dilusyon araliginda tespit edilmistir. 88 adet seropozitifi hayvan 1/32 dilusyon
degerinde antikor titresine sahiptir (Sekil 2).
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Sekil 2. Pozitif Numunelerin SNsp antikor titre degerlerinin ilgelere gore

dagilim1

Seropozitif 33 hayvan 1/64 ile 1/512 dilusyon degerleri arasinda antikor titre
degerine sahiptir. Alagam ilgesinde 1/256 ve 1/512 diliisyon degerlerinde, Terme
ilgesinde 1/128 ve 1/512 diliisyon degerlerinde ve Kavak ilgesinde d1/256 diliisyon
degerlerinde seropozitif hayvan tespit edilememistir (Tablo 4 ve Sekil 3).

Ladik ilgesinde diliisyon degerlerinin tamaminda antikor titresine sahip

seropozitif hayvanlar tespit edilmistir.
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Sekil 3. Pozitif numunelerin SNsg antikor titre degerlerinin ilgelere gore karsilagtirmasi
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5. TARTISMA

Viruslar ve konake¢ilari milyonlarca yildir karsilikli olarak devam eden bir
etkilesimi, savasi siirdiirmekte ve evrimsel gelisimlerine bagli olarak gerek viruslar
gerekse konake¢1 birbirlerine istiinliikk saglayabilmek amaci ile cesitli stratejiler
gelistirmektedir (Johnson, 2010; Gilbert ve Feschotte, 2010; Katzourakis ve Gifford,
2010). Ogzellikle konakgilar viruslara karsi istiinlik saglayabilmek icin gesitli
mekanizmalar ve sistemler gelistirerek miicadele etmektedir. Akut enfeksiyonlarda bu
mekanizmalar ve sistemler siirlida olsa basarili olmakta ve virus ile miicadele etmek
i¢in konak¢iya zaman kazandirmaktadir (Lazaro, 2011). Ancak persiste enfeksiyonlarda
ise bu mekanizmalar pek basarili olamamaktadir. Bu nedenle persiste seyirli viral
enfeksiyon ve miicadele yoOntemleri viroloji biliminde Onemli arastirma sahalarini
kaplamaktadir (Lazaro, 2011). Ozellikle flaviviridae virus ailesinde yer alan, BVDV,
BDV ve CSFV gibi 6nemli viruslar i¢eren pestivirus cinsi, persiste enfeksiyonlara
model teskil etmekte basta sigir, koyun, keci ve domuz gibi evcil ruminant tiirleri olmak
lizere yabani ruminant tiirlerinde etkilemektedir.

BVDV, tiim diinyada goriilen, bir ¢ok iilkede hayvancilik endiistrisinde énemli
ekonomik kayiplarin nedeni olan ve Hayvan Sagligi Diinya Organizasyonu’'nda (OIE,
Office International des Epizooties) uluslararasi olarak bildirimi 6ncelikli hastaliklar
listesinde yer alan Onemli bir patojendir (Misra ve ark., 2009; Delkordi, 2011;
Bachofen ve ark., 2013). BVDV’nin yiiksek ekonomik etkisine bagli olarak birgok
iilkede BVDV eradikasyon ya da kontrol programlar1 uygulamistir (Kuhne ve ark.,
2005). Iskandinavya iilkeleri uzun yillara yayilan calismalar sonrasinda BVDV’yi
basarili bir sekilde eradike etmislerdir (Sarrazin ve ark., 2013). italya’nin kuzey
bolgesi, bolgesel olarak BVDV eradikasyonunda basarili olmustur. Son yillarda BVDV
eradikasyon programlar1 Isvigre ve Avusturya’da devam etmektedir ve Almanya da
eradikasyon programlarina baglamistir (Sarrazin ve ark., 2013).

BVDV’nin en biiyiik bulasma kaynag: siiriilerde bulunan; viriisu hayat boyu
yayan persiste enfekte (PE) hayvanlardir. Endemik enfekte iilkelerde, PE sigir oranlari
% 0,5 - 2 araliginda bildirilmektedir (Houe, 1999). Ge¢miste Tiirkiye’de BVDV ile PE
sigirlarin tespiti lizerine yapilan arastirmalar bulunmaktadir. Yapilan bu arastirmalarda
PE sigir oranlar1 %0,25, %0,07 ve %4,9 olarak tespit edilmistir (Burgu ve ark., 1999;
Burgu ve ark., 2003; Tan ve ark., 2006).



Samsun il sinirlarinda gerceklestirilen arastirmamizda hedef popiilasyon olarak
kiiciik aile isletmeleri randomize olarak belirlenmis ve PE sigirlarin  varligi
arastirilmistir. Bu amacla hayvan sayilar1 1 ile 12 arasinda degisen 119 adet kiiciik aile
isletmesindem toplam 651 sigir BVDV antijeni agisindan taranmistir. Yapilan ilk
orneklemede %0,03 (2/651) oraninda &rnek, antijen pozitif, antikor negatif tespit
edilmistir. Antijen pozitif tespit edilen sigirlardan 28 giin sonra ikinci O6rnekleme
yapilarak BVDV antijenleri yoniinden kontrol edilmistir; BVDV antijeni yoOniinden
negatif, BVDV antikorlar1 yoniinden pozitif bulunmuslardir. Bu hayvanlar ilk
ornekleme sirasinda BVDV ile akut enfekte ve sonrasi sekillenen virus eliminasyonu
nedeniyle gecici viremik kabul edildi.

Serolojik ¢alismalar, BVDV enfeksiyonunun siiriilerde degerlendirilmesinde
onemli bir kriter olarak kabul edilmektedir. BVDV’nin seroprevalansi ile ilgili bir ¢ok
arastirma bulunmaktadir.Yapilan arastirmalar sonucunda Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada, Almanya, Kenya, Yeni Zelanda, Avusturalya, Kolombiya, irlanda, Tiirkiye ve
Arjantin’de %50 ile %90 arasinda degisen farkli seropozitiflik oranlar1 rapor
edilmektedir (Houe ve Meyling, 1991; Obanda ve ark.,1999; Tan ve ark., 2006; Cowley
ve ark., 2012). Farkli {ilkelerdeki seropozitiflik oranlarindaki cesitliligin nedeni,
sigirlarin yas farkliliklari, sigir yogunlugu, bakim sistemi, iklim, asilama, hayvan
hareketliligi, biyogiivenlik ve BVDV’nin siirekliligine bagh olabilir (Wittum ve ark.,
2001). Tiirkiye’de daha dnce yapilan ¢aligmalarda asilanmamis sigirlarda BVDV’nin
seropozitiflik oran1 %62 ile %80 arasinda bulunmustur (Burgu ve ark.,1999; Burgu ve
ark., 2003; Tan ve ark., 2006).

Arastirmamizda Samsun il sinirlart i¢inde yer alan ve randomize olarak secilmis
119 kiiciik aile isletmesinde bulunan ve as1 uygulamasi yapilmamis 651 sigirda BVDV
seroprevalansi arastirtlmistir. Kontrolu yapilan tiim isletmeler BVDV seropozitif
hayvan barindirmaktadir ve isletme bazinda seropozitiflik oran1 %100 (119/119) olarak
bulunmustur. Bu isletmelerde yer alan sigirlarda BVDV seropozitiflik oran1 %32,41
(211/651) tespit edilmistir. Seropozitif olarak tespit edilen hayvanlarin SN antikor
titreleri 1:8 ile 1:512 arasinda degismektedir. BVDV seropozitif hayvanlarda %15,64
(33/211) oraninda > 1:64 SN antikor titresi bulunmustur. Seropozitif hayvanlar %84,36
(178/211) oraninda 1:8 ile 1:32 arasinda dagilan SN antikor titresine sahip olduklari
tespit edilmistir. Diisiik oranlarda SN titrelerine sahip olan hayvanlar BVDV
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enfeksiyonunu gecirmis oldugunu, ya da NADL’den farkli BVDV susu ile enfekte
oldugu sonucunu gosterebilir.

Notralizasyon testi sonucunda Alagam, Kavak, Ladik ve Terme bolgelerinde
sirasit ile %25,74, %30,34, %52,17 ve %13,60 oraninda seropozitiflik tespit edilmistir.
Bu sonuglara gére BVDV enfeksiyon oranlarinin i¢ bolgelerde (Kavak ve Ladik) kiy1
bolgelerinden (Terme ve Alacam) daha yiiksek oldugunu gostermektedir. BVDV
seroprevalansini etkileyen 6nemli faktorler arasinda bolgesel iklim ve cografik konum
onemli faktor olabilir. Arastirmamizda cografik olarak sahil bolgelerinde bulunan
Alagam ve Terme’de seroprevalans diisiik tespit edilirken, i¢ bdlgelerde bulunan Ladik
ve Kavak’da seroprevalens yiiksek tespit edilmistir. Bu sonuglara goére BVDV
enfeksiyonunun yayiliminda cografi konum etkili olabilmektedir (Gumusova ve ark.,
2006). Ayrica iklim faktoriide virusun yayilmasinda 6nemli rol olabilir, sicak iklim
kosullart ortamda viriisiin viral membran biitiinliigiinii ve dogal direncini degistirerek
viriis bulagmasini azaltacaktir (Gumusova ve ark., 2006).

BVDV enfeksiyonunun prevalansint etkileyen faktorler arasinda hayvan
hareketliliginin yogun oldugu hayvan pazarlari, buralarda hayvanlar arasinda sekillenen
yakin temas ve kontrol edilmeyen ya da edilemeyen hayvan hareketleri 6nemli rol
oynayabilir. Samsun ilinde, kontrolsiiz hayvan hareketleri, i¢ bolgelerde (Kavak ve
Ladik) sahil bolgelerinden (Alagam ve Terme) daha fazladir. Ayrica Ladik’ te Samsun il
siirlari i¢inde yer alan en biiyiik hayvan pazarlarindan birisi yer almaktadir. Buna bagl
olarak hayvan populasyon yogunlugu ve kontrolsiiz hayvan hareketliligi aragtirmamizda
yer alan diger ilgelere gore daha yogundur. Bu durum aragtirmamizin sonuglarinda da
goriilmektedir. Tk drneklemede antijen pozitif tespit edilen hayvanlar, Ladik ilgesinde
tespit edilmistir. Ayrica Ladik’te tespit edilen %52,17 seropozitiflik orani Alagam
%25,74, Kavak %30,34 ve Terme %13,60 ilgelerine gore daha yiiksektir. Ladik
ilgesinde SN antikor titre degeri >1:64 olan seropozitif hayvanlarin oran1 %19,79
(19/96) tespit edilmistir. Diger bolgelerle karsilastirildiginda, antikor titreleri >1:64 olan
hayvanlarin, seropozitiflik oranlar1 Alagam, Kavak, ve Terme bdélgelerinde sirasi ile
%9,3, %14,2, ve %13,04 olarak bulunmustur. Ladik’deki bu yiiksek seroprevalansin
onemli sebebi, Ladik’ in Samsun ilinin en biiylik hayvan pazarlarina sahip olmasi ve

hayvan hareketliliginin diger bolgelerden daha yogun olmasidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, bu aragtirmada BVDV ile persiste enfekte sigirlarin arastirmak
icin gerekli olan, kiiciik aile isletmeleri rastgele segilerek incelenmistir. Persiste
enfeksiyon gegiren sigirlar tespit edilmemesine ragmen, yiiksek seroprevalans seviyesi
sahip olan giftlikler tespit edilmesi, BVDV’nin aktif sirkiilasyonu devam ettigini
gostermektedir. Hastalifin bulasma yollar1 ve duyarli hayvanlar gibi etkenler
enfeksiyonun sirkiilasyonunda 6nemli oldugu i¢in iyi arastirilmali ve anlasilmalidir.
Calismamizin sonucunda, Samsun’da kiigiik 6lgekli sigir siiriilerinde BVDV prevalensi
varlig1 %32,41 olarak tespit edilmistir. Bu oran Samsun ilinde Glimiisova ve ark. (2007)
tarafindan daha 6nce yapilan bir ¢alismanin bulgulari (%53,19) ile kiyaslandiginda daha
diigiiktiir. Ulkemizde yapilan diger BVDV calismalarina gére, BVDV’nin
seroprevalansi %62 ile %80 arasinda degismektedir. Bu oranlar herhangi bir asilama
programi olmayan bir iilke i¢in yiiksektir. Ayrica lilkemizdeki BVDV prevalansi ile
ilgili yapilan cesitli ¢aligmalar olmasma ragmen Tiirkiye’de BVDV enfeksiyonun
profilini tam olarak ortaya koyan kapsamli bir aragtirmalara ihtiyag vardir. Bu nedenle :

1.Ekonomik etkisi goz Oniine alindiginda BVDV ve BVDV ile birlikte diger

koyun kegi pouplasyonlarinda pestivirus varligi {ilke genelinde taranarak genel

profili ortaya ¢ikarilmalidir.

2.Yiksek seroprevalansin her zaman persistans risk ihtimali mevcut olacagindan

serolojik ve virolojik taramalarin diizenli olarak yapilmasina olanak saglayacak

bir kontrol programinin gelistirilmesini,

3.Gelistirilecek bu kontrol program dahilinde Gida, Tarim ve Hayvancilik

Bakanlig1 biinyesinde yer alan birimler ile {iniversiteler biinyesinde yer alan

veteriner fakiiltelerinin ortak ¢aligmalarini 6neriyoruz.
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