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OZET

KOYUNLARDA PEST iVIRUSLARIN MOLEKULER TANISI
VE
SEROEPIDEMIYOLOJISI
Biyolog Murat Serhat SERDAR
Yiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi, SAMSUN, Austos 2009

Orta ve D@u Karadeniz bdlgesinde yapilan bu sawranada koyunlarda
abortlara, 6l dgumlara ve kongenital defektlere neden olan Bordee&se Virus

(BDV) virolojik ve serolojik olarak argiriimistir.

Bu argtirmada BDVsupheli, 13 kuzu agindan toplanan 40 organ materyalinde
Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir ReaksiyoRT-PCR) teknii kullanilarak
BDV varhg! virolojik olarak aratiriimis ve 24 numune (%60) BDV-RNA yonunden
pozitif olarak tespit edilngtir.

Orta ve Dgu Karadeniz bolgesinde yer alan 4 ilde (Samsun, $yaaTokat,
Giresun) rastgele secilen 401 koyundan alinan sémneklerinde BDV, ticari ELISA
kitleri kullanilarak serolojik olarak agariimistir. Daha sonra BDV ydnunden
seropozitif bulunan 6rnekler serum nétralizasyostitéSNT) ile Bovine Viral Daire
Virus (BVDV) yoniunden kontrolti yapilarak her ikirusin kicik ruminantlarda

duyarhlgi tespit edilmgtir.

ELISA testi ile incelenen BDV seropozitifii %7,22—74,38 oraninda tespit
edilmistir. Serum numunelerinin  BVDV yonunden vyapilan kohinde ise
seropozitiflik orani % 4,81-67,76 arasinda belimhagir.

Elde edilen veriler, Orta ve [@a Karadeniz bolgesinde BDV enfeksiyonunun
yayginlgini ve enfeksiyonun yerden birimleri bazinda bodlgedeki goafi kosullar
(iklim, v.b) ve yetstirme sekli gibi faktorlere bgl olarak degiskenlik gdosterdiini
ortaya koymugtur. Ayrica bu caima ile RT-PCR testinin BDV enfeksiyonunun
tanisinda yuksek tanisalgtelilikte oldugu da saptanngir.



ABSTRACT

MOLECULAR DIAGNOSIS AND SEROEPIDEMIOLOGY OF PESTIVI RUSES
IN SHEEP

Biologist Murat Serhat SERDAR
M.Sc. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, August 2009

In this study, virological and serological presenocke BDV which causes
abortions, dead births and congenital defects @mllsmminants has been investigated in
Central and Eeastern Black Sea Regions, Turkey.

The study material was consisted of forty tissué argan materials collected
from 13 aborted lamb suspected BDV using therssv&ranscription polymerase chain
reaction (RT-PCR) technique and 24 samples (6049 haen identified as positive.

Serum samples collected from 401 randomly selestegkp in 4 provinces
(Samsun, Amasya, Tokat, Giresun) of Central andieasBlack Sea region were
detected for BDV antibodies using commercial ELI&As. After serum samples
determined positive with ELISA, had been confirme&dh Bovine Viral Diarrhoea
Virus (BVDV) using serum neutralisation test (SNANd investigated to the sensitivity
of both viruses in small ruminants. Seropositivigge were found 7.22% to 74.38%
with ELISA and were found betwen 4.81% to 67.76%hwwerum neutralisation test.
(SNT).

The obtained data, indicated that BDV infection wadespread in the Central
and Eastern Black Sea Region. The prevalence ahtéetion in these regions vary in
accordance with the factors such as geographicaditons (climate, etc.,) and the
method of breeding. In addition, RT-PCR test offensre reliable results in the
diagnosis of BDV infection.
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1. GIRIS

Pestiviruslar, girlarda, koyunlarda, kecilerde ve domuzlarda 6nezktinomik
kayiplara neden olan kongenital bozukluklar ile dkaerize enfeksiyonlar
olusturmaktadir (Marco ve ark., 2007).g8larda Bovine Virus Diare Virus (BVDV)
genotip 1 ve 2, koyun ve kecilerde Border Diséaseas (BDV) , domuzlarda Avrupa
Domuz Vebasi Virusu (Classical Swine Fever Virn&-¥) bu grupta yer almakta ve
yakin olarak antijenik akrabalik gostermektedir ifizeve ark., 2000). Bu antijenik
akrabalik nedeniyle pestiviruslar hem spesifik &ldu kendi konakgilarinda hem de
diger ruminant turlerinde hastalik meydana getirebktedir. Ayrica Pestiviruslar, tam
anlamiyla konakg! spesifik olmadiklarindan dolasadece evcil ruminantlarda degil,

ayni zamanda yaban hayatindaki ruminant tirlerdedenfeksiyon okturabilirler.

Sinir hastafit olarak bilinen BDV enfeksiyonu 0Ozellikle geb&oyun ve
kecilerde transplasental enfeksiyonlar sonucu  t&wor merkezi sinir sistemi
bozukluklari ile karakterize konjenital anomalilenumifiye fotus, kisirlik, zayif veya
0lu kuzu dgumlari, kil ve yapg kalitesinde bozukluklar, yama gucu zayif ve
akranlarina gore buyume-gghe gerilgi gosteren ve enfeksiyonun surd iginde
devamlilgindan sorumlu persiste enfektelPyavru dogumlarina sebep olmaktadir
(Nettleton,1987 ; Thabti ve ark ., 2002; Marco xe,&2006) .

Pestiviruslarin konakgi spesifisitesi gostermenmesgieniyle izole edilen BDV
saha sslarl, konakgl spesifitesi ve genetik/antijenik arali sonrasinda kendi

aralarinda 4 farkh altgrupta toplargtardir:

« BDV-1, koyun ve Kecilerden izole edilgpnive referans viruslar olarak
adlandirilan Moredun, X818 gibi gercek ya da klaBdeder Disease Viruslari
bu grupta yer almaktadir (Becher ve ark., 2003).

* BDV-2, iclerinde ren geyiklerinden izole edilyriv60 susunun bulundugu ikinci
altgrup olup, aslinda daha cok koyunlardan elddeedvirus izolatlarini

kapsamaktadir (Becher ve ark., 2003).



» BDV-3 altgrubunda ise, domuzlardan izole edilerjt&ms ve Gifhorn izolatlari
bulunmaktadir (Becher ve ark., 2003).

« BDV-4 ispanya’da bulunan chamois denen bir geyik tiriindefe edilen

virusler bu altgrupta siniflandirilgiardir (Arnal ve ark, 2004).

BDV enfeksiyonu, ilk kez 1959 yilindbngiltere ve Galler arasindaki sinir
bblgelerinde bulunan koyunlarda tespit edskini Koyun ve keci popilasyonlarin da
Ozellikle reproduktif sisteme yodnelik bulgularlarkfterize, postnatal enfeksiyonlarda
genellikle subklinik seyreden bir virus enfeksiydou Hastalik,ingilizcede Hairy
Shaker Disease veya Fuzzy Lambs Syndrome gibi smdgimlerle de anilmaktadir
( Hughes ve ark., 1959 ; Bernard ve Bourdin , 1p72

Bu tez cahmasinin amaci, 0Ozellikle kicuk ruminantlarda, daoa, Olu
dogumlara ve kongenital defektlerin nedeni ve bir p@sis olan Border Disease Virls
(BDV) varligini spesifik olarak tghis etmek, genetik olarak siniflandirmasini yaparak

enfeksiyonun eradikasyon gahalarina katkida bulunmaktir.



2. GENEL BILGILER

Sinir hastafii, baglica koyunlari ve kecileri etkileyen, bu hayvanleiinde
neden oldgu sistemik ve kongenital bozukluklar ile dinya icala 6nemli ekonomik
kayiplar neden olan bir enfeksiyondur (Marco ve.,a@007). Abortlar, kisirlik, zayif
veya Olu kuzu dgumlari, tremor, anormal vicut yapisi hagialiklinik belirtileridir
(Thabti ve ark ., 2002; Marco ve ark., 2006).

Enfeksiyona neden olan etkenFldviviridae” virus ailesinin Pestivirus
cinsine aittir (Becher ve ark., 1996., Marco v& ar2006). Pestiviruslarin konakgi
hayvan turine goére yapilan taksonomisind@&rylarin esas konakgi BVDV ve koyun ve
kecilerde enfeksiyon ofturan BDV yer alir. Bu iki virus, “ruminant pestiuslari”
olarak adlandiriimaktadir. Kegilerde isegdbSinir Hastafii enfeksiyonunun vagi ilk
kez Senegal‘ de tespit ediktir ( Bernard ve Bourdin, 1971 ).

Gebelik sirasinda aodan bir pestivirus enfeksiyonu immun sistemi hentiz
gelismems olan yavruya transplasental olarak aktarilirsay(kéarda gebegin 60-80
gunune kadar, kecilerde 80-100. gunline kadar) gavrimmmun tolerans geir ve
hayatlari boyu virus rezervuari olan persiste eiefél) yavrular dgabilir (Hewicker
ve Trautwein.,1994). iPkoyunlarin yaam siiresi maksimum 5 yil olarak bildiriltit.
Eger H enfekte hayvanlar yamlarinin bir déneminde sitopatojen BDV biyotipe il
karsilasirsa, ©Olimle sonuglanan Mukozal HastaliMugcosal Diseas&ID) tablosu
gelisir. Mukozal Hastalik, koyunlarda @al enfeksiyonu takiben bildirilngiolmasina
karsin , kecilerde bildiriimenstir (Monies ve ark., 2004).

Pestivirisler'de ekonomik kayiplar esas olaralagib altinda kategorize edilir:

» Fertilite kaybi; gebegiin tim agamalarinda reproduktif kayip ve koclarda
infertilite

* Produktivite kayb1 ; besgletmelerindeki koyunlardagarlik kaybi ve pnémoni

« PI koyunlar ; B koyunlarin % 50’in 2 y@na kadar élmesi (Thiel ve ark.,1996).



Postnatal donemde kuzu ya da koyunlarda her wotipe ait pestivirus ile
olusan enfeksiyon genellikle subklinik ya da hafif kknbulgular ile geken akut
enfeksiyona neden olur. Bu durumda gegici virerblasu gozlenir ve etkene spesifik
antikor yanitinin gejimesini takiben virus vicuttan elimine edilir (Nettn, 1990).

Gebelgin 80. guninden sonra meydana gelen enfeksiyonléitiess immun
yanit olgturma yetengine sahiptir.Immun sistemi gedimis fetiisiin enfeksiyonunda
immun yanit sonucu konakg¢idan virusiin eliminasygekillenir (Van Oirschot .,1983;
Nettleton, 1990).

Son yillarda BDV enfeksiyonunun kuguk ruminant (sérnnde varlgl,
yayginlgl ve izole edilen etkenlerin molekiler karakterngadarina yonelik bircok
calsma bildirilmistir. Bu calgmalarda Amerika (Ridpath ve Bolin.,, 1997), Yeni
Zelanda (Vilcek ve ark., 1997), Avustralya (Bech&@94), ispanya (Hurdato ve
ark.,2004) jtalya (De Mia, 2005)jsvicre (Schaller ve ark.,2000) ve Tunus (Thabti ve
ark., 2005) gibi birgok tlkede enfeksiyonun varke yayginigi ortaya konulmstur.

Tarkiye'’de pestiviruslerin  vagt ve ruminantlar igin enfeksiyon riski
olusturduklari bircok cafima ile ortaya konulmgur ( Burgu ve ark., 1987; Alkan ve
Burgu., 1993; Burgu ve Ozkul., 1993; Burgu ve afle97; Yapkic, 1999). Tirkiye'de
koyunlarda pestivirus enfeksiyonlari ilgili ilk &tirmada, abort yapan koyunlardan
sglanan kan orneklerinde %3, abort olan fotuslerdse %10 oraninda pestivirus
varhgi bildirilmistir (Burgu ve ark., 1987). Yine koyunlarda pestigrenfeksiyonlariyla
ilgili yapilan bir diger ¢calsmada, dgum yaptgl zaman 6rneklenen 661 koyunun 142
adedinde (% 21,5) pestivirus antikoru v@arBaptannytir (Burgu ve ark. , 2001).

Ulkemizde kiiglik ruminantlarda pestiviruslarin nedeldusu ekonomik
kayiplarin arstirilmasi Uzerine yapilan cghnalarda 6rneklenen sirilerde % 0,06-3
arasinda d#ésen oranlarda etken vatlitespit edilmgtir (Burgu ve ark., 1987 ; Burgu
ve ark.,2001). Dgu ve Gilneydpu Anadolu’'da yer alan keci surilerinde yapilan
seroepidemiyolojik bir cagmada ise BDV i¢cin %63.6, BVDV icin  %30.2 oranlarda
seropozitiflik belirlenmy ve aratirma sonucunda Turkiye'de kecilerde pestivirus



nedenli BDV enfeksiyonunun vagliserolojik veriler ile ilk kez bildirilmgtir (Ataseven
ve ark., 2006).

2.1 Etiyoloji

BDV enfeksiyonuna neden olan etkerkldviviridae® ailesinin “Pestivirus”
cinsine aittir ve pestivirus cinsinde yer alagativiruslar ile (6zellikle BVDV) benzer
Ozellikler gostermektedir (Becher ve ark.,1996; dtave ark.,2006).

Etken tek iplik¢ikli, pozitif duyarli, RNA genoman sahiptir ve zarf
icermektedir. Genom 12500 nukleotitten meydanar.g¥irus, 12.3 kb Ol¢lsinde ve
virion 40-60 nm buyukliktedir (Thiel ve ark.,1996).

Viral genom yapisal ve yapisal olmayan proteinkexdlar.Virionlar bir adedi
nukleokapsitte olan glikoprotein C,gérleri zarf Gzerinde yer alan glikpoprotein E, E1,
E2 olmak Uzer 4 adet yapisal protein (S) iceririéThe ark., 1996). Pestiviruslar 7-8
adet yapisal olmayan protein (NS) kodlamaktadirnl&uwan, NSp7 maturasyondan
sorumludur. NSp 2 ve 3 ¢ok fonksiyonlu proteinlens® NSp5 ile birlikte replikasyon
dongistnde rol alirlar. NSp4A, NSp3' Un protein&tivitesine yardimci olurken,
NSp4B’ nin fonksiyonu tam bilinmemektedir.

BDV dis ortam kgullarina kagl oldukca duyarhdir ve konakgistinda ¢ok uzun
sure aktif formda kalamaz. Virus pH 5,7-9,3 arasgedlere stabildir. Cgtli
dezenfektanlar gunesigi eter, kloroform ve tripsin ile muamelede ve 56liROsida
20 dakikada inaktive olur (Thiel ve ark.,1996).

Pestiviruslar, doku kultirt hicrelerinde sadecsstiltitrelerde gelir ve
hicreden zayif bigekilde salinirlar. Salinan virionlar kirllgan ozdédir, serum ve
hicrelerden orijin alan komponentler ileskilidirler. Virionlarin zayif cokme Ozelfi,
onlarin zor santrifij edilmesine neden olur. Yinekensantre edilngi virionlarin
suspansiyonunda, kuresel ve 40-60 nm capinda @enpartikillerine rastlanrgtir.

Immiinoelektron mikroskobu, virionun yiizeyinde emdan ugcte bir oraninda yapisal



glikoproteinlerin lokalize oldgunu gostermtir. Zarf, heksagonagekilli olup, yogun
elektron tabakasi icerir ve yakil olarak 30 nm capindadir. Virionlar, endoplazmik
retikuluma ait intrasitoplazmik membranda olgymaVirusun salinmasi virus iceren

membran vezikulleri ile ekzositoz yoluyla olur (€hve ark.,1996).

Pestiviruslar, primer kultirlerde ve kendi gdigbzel konak tirlerinde ggalirlar.
Ayrica farkl turlerden hazirlanan hicre tipleride kolayca adapte olurlar. Hayvan
turlerindeki enfeksiyon ile kiyaslanirsa pestivieus, in-vitro konak cgtlili gi daha
genitir. Buna rgmen insan ve rodent hiicre kulturleri, pestiviruslaeplikasyonu igin
kullansh degildir. Ayrica hicre kultirlerindeki kontaminasyora yda antikorlarin
varhgi, virusun diagnostik ghisini zorlgtirmaktadir (Thiel ve ark.,1996).

Pestivirusler biyotipik olarak iki farkli karaktesergiler. Bunlar; hicre
kultirinde morfolojik dgisimler olusturarak Ureyen sitopatojen (cytopathogen, cp)
biyotip ve herhangi bir dgsiklik olusturmadan dreyen sitopatojen olmayan
(noncytopathogen, ncp) biyotiplerdir (Barlow ve .ark983; Anderson ve ark ., 1987;
Nettleton ., 1990). Sitopatojen olmayan biyotipegada % 95 oraninda yaygindir.

2.2 Epidemiyoloji

Virusun enfeksiyon spektrumunda oOncellikle koykegi bagta olmak Uzere,
sgirlar yer almaktadir (Thiel ve ark.,1996). Ayrigaus, vali ruminantlar arasinda
degisik geyik turlerinden de izole edilgtir (Burgu ve Akca, 2004).

BDV infeksiyonun dg@al bulgma yollari, enfekte hayvanlarla, kontamine besin
ve dgki, insanlar ve ekipmanlarla kurulan temastir. AnddDV’'nin en 0Onemli
rezervuarlari dier ruminant pestiviruslarinda olgu gibi persiste enfekte [P
hayvanlardir. Bunlarin sekret ve eksretleri ilaigiuzun sire sagilabilmektedir.

Enfeksiyonun epidemiyolojisinde vertikal nakil old@ 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ozellikle koyunlarda fétusun enfeksiy sonucunda, virusla persiste
enfekte kuzu dgumlari olgabilmektedir ve 6mur boyu viremik yavrular dinyaya



gelmektedir. Kecilerde persiste enfekte yavru guwdouna ilgkin  bildirim

bulunmamaktadir.

Horizontal bulamada, BDV ile gegici viremik olan ya dd Rayvanlarin sekret
ve ekskretleri ile etkenin nakli s6z konusudur. Kokarla yakin temasta bulunan
sgirlar da bulamada rol oynayabilmektedir. @1 ve koyunlarda tirler arasinda
karsilikli etken nakli gbzlenmesine gmen, genellikle akut enfekte kecilerdergeti
hayvan tirlerine enfeksiyonun aktarimi s6z konusuamaktadir. Bununla birlikte
keciler, A hayvanlarla ayni ortami payldarsa, kolaylikla enfekte olabilmektedirler.
(Meyling , 1990; Loken ve ark., 1991).

Genel olarak bukana direkt ve indirekt olarak gercekitaektedir. Virus gozya,
burun akintisi, gaita, idrar, uterus akintisi, aqotik sivi, plesenta ve sperma ile direkt
olarak bulamaktadir. indirect bulamada ahir materyali, enfekte yem ve sular rol

oynamaktadir.

Diger bir 6nemli enfeksiyon kaygaise pestiviruslerle kontamine canl virus
asllaridir. Bu ailar koyun, sgir ve domuz hicre kultirlerinde ve bu tirlerdeneeld
edilen (pestivirusle kontamine olma riski) serunteakni vasatlarda uretilir (Burgu ve
Akca, 2004). Tunus’ da pestivirusle kontamine kogicesi asisi ile gilamay takiben
cikan enfeksiyonun etkeninin Sinir HagtaVirusu (BDV) oldigu bildirilmistir (Thabti
ve ark., 2005).

2.3 Patogenez

Pestiviruslar, enfeksiyonun patogenezinde oldukgamli roli olan iki biyotipe
sahiptirler. Bunlar; huicre kultirinde morfolojik akluk oluwturan (sitopatojen-cp) ve
hicre kualtarlerinde morfolojik bozukluk yapmadanositopatojen-ncp) galabilen
biyotiplerdir. Sitopatojen olmayan biyotipler, giida %95 oraninda yaygindir &t
gebelik sirasinda ogan bir pestivirus enfeksiyonu immun sistemi hen@hsmems
(immature) olan yavruya transplasental olarak alktsa (koyunlarda gebgin 60-80.



gunune kadar, kecilerde 80-100. gunune kadar) ugavimmuntolerans geir. Persiste
enfekte (P) olarak dgan bu yavrular, omirleri boyu virus rezervuari alkar
enfeksiyonun devamlgindan sorumludurlar.iFkoyunlarin yaam siiresi maksimum 5

yil olarak bildirilmistir (Hewicker-Trautwein, 1994).

Yasamlarinin birdénemindesitopatojen biyotiplekarsilasan H hayvanlarda,
olumle sonuglanan Mukozal Hastalik (Mucosal Diseast) tablosu geliir. Mukozal
Hastalik koyunlarda dgl enfeksiyonu takiben bildirilrgiolmasina kagin, kecilerde
bildirilmemistir (Monies ve ark., 2004).

Fotal ygamin 60-80. gunlerinde alan enfeksiyon, beyinde geriye dgiinsiz
bir takim deisikliklere neden olmaktadir. Bu dsiklikler, Barlow tarafindan
“alternatif efekt/alternatif patoloji” olarak tanlanmstir. Gebe koyunlarda yapilan
deneysel enfeksiyonlarda; gelggti 14-31. glnlerinde enfekte edilen koyunlarin
fotuslarinda poransefali, hidransefali, beyin veyibeikte nekrozlar ile beyincik
hipoplazisi gektigi tespit edilmgtir. Boyle olgularda virusun; hem kan-beyin hem de
kan-beyin-omurilik sivisi bariyerinisag! belirlenmitir. Virusun, tropismusunu mitotik
aktivitesi devam eden fotal beyinin endotel hiaieke gosterdii; damar duvarlarinda
nekrozlar, trombozlar veya emboliler gibi bozukklkl meydana getirgi ifade
edilmistir (Barlow, 1983).

Koyunlarda oro-nazal enfeksiyonu takiben gali akut enfeksiyonda ekin
hayvanlarda hafif atediginda bir klinik semptom gorilmez. Buna kar plasenta
bariyerini gan etken fotal enfeksiyona neden olur ve ggbelibnemine gore fotusta
farkll sonuclara yol acar. Koyun blastosistleri, beiyonun uterusa transplantasyonu
Oncesinde (16 gunluk sureg), pestivirus enfeksipankiagl koyabilecek yapidadirlar
(Evermann ve ark.,1981; Sawyer ve ark.,1991). Eyobrbu pre-implantasyon
periyodunda, uterus mukozasina tam anlamiyla tuaumghir. Bu dénemde hentiz zona
pellucida bozulmagindan fotal enfeksiyonun aimadgl distnulmektedir. Koyun
fotuslarinda immun sistemin ggii yaklasik 60-80. gunler olarak bildirilngiir. Bu
donem sonunda fétusun immun sistemi, virusu yabatarek algilayabilme ve ona

karsl immun yanit geftirme yetengi kazanmaktadir. Gebgin erken doneminde



heniiz fotal immun sistem gghini tamamlamadan ogabilecek enfeksiyonda, virus
fotusta persistens (kalicilik) kazanabilmekte venusu sonucu olarak IPyavru
dogumlari olgabilmektedir (Terpstra,1981., Depner ve ark.,1991).

Immunkompetens ©ncesi gabilecek transplasental enfeksiyon, embriyonun
resorbsiyonu sonucu erken 6lumler, corpus luteumgermlemesi nedeniyle gebelikte
Ostrus balangici, fotusun mumifikasyonu veya ikizlerden mini rezorbsiyonu,
kongenital anomalili yavru dumlari ve normal gorinimlid yavru glamlari ile
sonuclanabilmektedir.  Transplasental enfeksiyon, zuku fotuslarinda tiroid
hipofonksiyonuna neden olabilmekte ve bu etki sahelgesitli organlarda fonksiyon
bozukluklar ortaya ¢ikabilmektedir (Sawyer, 1992).

Immun sistemin gafimini tamamlamasi sonrasinda g fotal enfeksiyonlar
ise, immun yanit okumu ile sonuclanir. Bu durumda ghm kuzularin prekolostral kan

orneklerinde BDV spesifik antikor vagh saptanir.

Persiste enfekte kuzularin sitopatojerslau ile enfeksiyonunun, girlarin
Mukozal Hastalik enfeksiyonuna benzer bulgularaenedld@gu bildiriimistir (Monies
ve ark., 2004).

2.4 Klinik Bulgular

BDV enfeksiyonlarinda semptomlar bireyesgave gebefie gore dgisir. Gebe
olmayan koyunlarda virusla kalastiktan 1-2 gin sonra hafif bir gtee ortasiddette
bir 16kopeni goralur. Klinik tabloda anoreksi, sukhal ve erosiv stomatitis, nasal ve
okuler akintilar dikkati cekmektedir. Genel anlamakildginda koyunlarda BDV

enfeksiyonunu t¢ 6nemli devrede agiklanabilir.

Gebe hayvanlarda enfeksiyorGebe koyunlarda nonsitopatojen viruslasalu
transplasental enfeksiyonda gepelidonemine gore ggsen etkiler dikkati ceker. Bu
donemde; gorulen klinik semptomlar dol tutmama veyken embriyonik olumler,
rezorbsiyon, abortlar (erken veya ge¢ donem), Amgdma gucu dguik yavru
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dogumlari (ilk yaggam haftasinda 6limler), buyime ve gk gerilgi gosteren yavru
dogumlari, yap#l kalitesinde bozukluk go6steren vyavru gdonlari (Tiroid
hipofonksiyonu ve kil folliktillerinde anormallik sacu kdpek kili gorinimi ya da
yagli yapasl sendromu, yagada anormal pigmentasyon sonucu kahve veya siyadiire
tuyler) karakteristik bulgulardandir (Anderson \&.d1987; Nettleton,1990; Hewicker-
Trautwein, 1994; Walvogel ve ark., 1995).

Enfekte yavrularda siklikla kalasilan merkezi sinir sistemi bulgulari olarak;
ataksi/tremor (kuzularda), devamligdjicirdatma, inkoordinasyon (sallantili yurigyu
korlik, AH sendromu (arthrogripozis, hidranenséfdleyincik hipoplazisi, beyinde
beyaz bdlgede perivaskiler hicre infiltrasyonupzgd, vaskulitis, hipomyeli-nasyon
(Miyelinizasyondan sorumlu tiroid hormonlarininisainina bgl fosfo diesteraz—CNP
enzimlerinin aktivitesinde dine sonucu okur), timusta lenfoid hicre deplesyonu,
persiste enfekte yavru gomlari ve B dogan yavrularin homolog ya da heterolog
swlarla stper enfeksiyonu/ya da virusun mutasyonugidsen Mukozal Hastalik
bulgulari (bronkopndémoni ve sindirim kanalinda iilsg gdzlenebilmektedir
(Hewicker-Trautwein,1994; Monies ve ark., 2004).

Gebe hayvanlarda akut infeksiyon sirasinda BDVsepitayl gecerek fotusa
ulasir. Koyunlarda gebelik yakfsk 150 gin surmektedir. Fotusta immun sistem
gebelgin 64-82. glunler arasinda gghiektedir. Gebefiin 16. giniinden dnce zigot ya
da embriyo, infeksiyona karduyarl deildir. Uterustaki infeksiyon, plasenta yangisina
yol agar ve kegilerde bu durum fotal 6lim ve alaoldl iliskilendirilir. Koyunlarda
erken transplasental infeksiyonlar, resorbsiyonlanuglanan fotal 6lumlere,
mumifikasyon, 6lii dgum ve abortlara sebep oldntrauterin infeksiyonlarla yayan
kuzular, hairy shaker gibi ¢#li anomalilikler gosterir. Gebelin 50-63. gunlerinde
yapilan deneysel infeksiyonlar kuzularda, hairyksinazayif kilolu dgum, ataksi ve
tonik-klonik tremor gibi belirtilerin olgmasina yol a¢ngtir (Thiel ve ark,1996).

Fotal Enfeksiyon Transplasental enfeksiyonlarin foétusa olan etkisalirleyen
en Onemli faktor enfeksiyon sirasinda fotusugidia Koyun fotusu yakkak olarak
gebelgin 60-80. glnleri arasinda bir antijenik uyarimaniyaverebilme yeterig
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kazanir. FoOtusun  bu periyottan Onceki, bu perijmyunca ve sonrasindaki
donemlerdeki enfeksiyonu farkli klinik ve laboratimlgularinin olgumuna neden olur
(Anderson ve ark.,1987; Nettleton,1990; Terpstt092). Gebelgin ilk 60 guninde
olusan enfeksiyonlarda, en olasi sonug virusuin repficas sonucu fotusun olumaddr.
Ancak, bu donemde enfekte olan fotuslardan bazidarihayatta kalarak yamlarini
devam ettirebilirler.immun sistem gefimini heniiz tamamlamagy pestivirus ile
enfekte olan bu fotus, virusu yabanci olarak tazivedolayisiyla viruse kgrimmun
toleranttir (Persiste enfekte). Bu nedenle ggbelilk yarisinda, 0Ozellikle 16-80.
gunlerde olgan enfeksiyon, “persiste viremik kuzu” glanu ile sonuclanabilir. Bu
kuzular surekli olarak virus sacicisi olup, surdaisun sirkilasyonunda potansiyel
kaynaktir (Anderson ve ark.,1987; Nettleton, 199@rpstra ,1992). Gebgln 80.
guninden sonra meydana gelen enfeksiyonlarda fiotimsun sistem gelimine bali
olarak immun yanit okiurma yetengine sahiptir.Immun sistemi gelimis fotusun
enfeksiyonunda immun yanit konakgidan virusin elasyonu esasina dayanir. Bu
donemde enfekte olan ve daha sonr&ado kuzular virus tamazlar, ancak kan
orneklerinde antikor tespit edilebilir. Gelggh 60-80. gunlerinde okan fotls
enfeksiyonlarinda ise sonucu 6nceden tahmin etnoglluz. Cunku fotisun immun
sisteminin bireysel farkliliklara g4 olarak bahsedilen tarihlerden 6nce ya da sonra
gelisimi s6z konusu olabilir. Bu donemde enfeksiyon,sgge viremik kuzu dgumlari
yada serebral kavitasyon ve serebellar displasiggen olan merkezi sinir sisteminde
yaygin yangisal lezyonlarin glumu yani sira prekolostral kanlarinda antikagnytan
kuzu dg@umlari ile sonuglanabilir (Van Oirschot., 1983; tieton ., 1990).

Postnatal enfeksiyonDogum sonrasi donemde koyunlarda ve kuzularda her iki
biyotipe ait pestivirusler ile okan enfeksiyonlar genellikle subklinik veya hafifnik
bulgular ile seyreden akut enfeksiyona neden aidyiThiel ve Ark.,1996; Nettleton.,
1990). Salkh yeni doganlar veya egkin koyunlarda, hafif veya subklinik seyirli
gelisen enfeksiyonda, yalkd&k 4-11 gun arasinda gieen bir viremi doneminin
ardindan etkene spesifik antikor yanitinin geli ile sonuclanir ve virus vicuttan
elimine edilir (Nettleton, 1990).
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Enfekte olan hayvana ait yabakim, virusiin sw, virulensi gibi faktorlere kg
olarak daha @r seyirli seyreden enfeksiyonlarda yikseksate&zun sureli 10kopeni,
anoreksi, konjuktivitis, nasal akinti, dispne, iska genc¢ hayvanlarda %50 oranina
ulasan 6limler gozlenebilmektedir (Hewicker-Trautweif94).

Gebe kecilerde, abort ve embriyonal 6lum orani gliks Virus, nekrotik
plasentitise yol agmaktadir.

2.5 Tehis

Enfeksiyonun tanisinda klinik bulgular énemlid®zellikle siriide gdzlenen
degisiklikler (abort, kongenital anomalili yavru gamu, 6lumler, d6l tutmama vb.),
canh dgan yavrularda geime gerilgi ve merkezi sinir sistemi bulgulari, ggma gticu
zaylif yavrular ve Mukozal Hastallk benzeri semptml gorllmesi pestivirus
enfeksiyonundangtiphe edilmesine yol acabilir. Bununla birlikte etfyonun kesin
tanisi laboratuar yontemleri ile yapilabilmektedir.

2.5.1 Direkt Tani:

Bu amagla virus izolasyonu ve viral nukleik asgpgini hedefleyen yontemler
kullanilir. Hicre kalttrtinden virus izolasyonu \aentifikasyonu amaciyla kullanilan
immunperoksidaz ve immunfloresan testleri “gold’ny@m olarak bildiriimektedir.
Bundan bgka 6zellikle son yillarda Reverse Transkiriptazif@elaz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR), enfeksiyonun tanisinda duyarh bir yontefarak tanimlanmaktadir
(Schaller ve ark., 2000; Valdozo-Gonzales ve a@K@). Sgirlardaki pestivirus
enfeksiyonlarinin (BVDV) tanisina yonelik ticari tg@an-ELISA kitleri bagariyla
kullanilmasina kain, koyun ve kecilerde BDV’ Uin direkt dieisi icin gelgtirilmis bir
ELISA sistemi yoktur. Ayrica surulerin ggen buyuklikte olgu, hayvanlarin kulak
numarasinin olmay, sirii genelindeki antikor vagh gibi faktorler, B hayvanlarin
tespitini zorlgtirabilmektedir. Ozellikle iki aydan kigiik kuzulardmevcut kolostral
antikorlar etken tespitini engelleyebilmektedir E512008).
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Persiste enfekte koyunlarin tespitinde nesteceaétime RT-PCR tekniklerinin
kullanimi hizli genotiplendirme ve ayiricshgs icin avantaj Sdamaktadir (Willoughby
ve ark., 2006).

Ayrica A hayvanlarin tespiti icin; cifl@neden 60 giin 6nce biitiin hayvanlar
serolojik olarak kontrol edilmelidir. Cunku alinalk kan Orneklerinde virls pozitif,
antikor negatif oldgu durumlarda 30-60 gin sonra tekrar alinan kan kignain
analizi ile enfeksiyonun akut bir enfeksiyonmu, galpersiste bir enfeksiyonmu ofalu
tespit edilebilir. ikinci alina kan 6rnginde viris pozitif, antikor negatif cikarsa

enfeksiyonun persiste bir enfeksiyon gidna karar verilir (Burgu ve Akga,2004).

2.5.2indirekt Tani:

Kan serumunda BDV spesifik antikorlarin tespitnigirus notralizasyon testi ve
ticari ELISA kitleri kullaniimaktadir (OIE., 2008).

2.6 Mucadele

Micadele; Pl hayvanlarin tespiti ve slUriden uzaklamasinin ardindan,
gebelik 6ncesi damizlik hayvanlarigilanmasi prensibine dayanir.

Koyunlarin Sinir Hastall enfeksiyonunun kontroliinde BVDV enfeksiyonuna
benzer olarak P hayvanlarin tespiti ve surtiden cikartiimasi oneektedir (OIE.,
2008).

Koclarda persiste enfeksiyonlar az gorilmesingmen, bu hayvanlar
enfeksiyonun naklinde semenleri ile yiksek miktavolas sacarak dnemli rol oynar ve
disuk fertilite oranina neden olurlar. Bu nedenlgaasim igin kullanilacak olan ya da
sperma dondru olan koglar, BDV yoninden kontrollrediidirler. Bu amacla, kan
ve/veya sperma Ornekleri kullanilarak virus izoasy ya da RT-PCR tekii
uygulanabilir. Bununla birlikte sperma drneklerirdayarli hticre kilturlerinde siklikla
toksik etkiye neden olabilgh hatirda bulundurulmasi gereken bir noktadir.
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BDV enfeksiyonunun mucadelesindgi akullanimi ise, bilindgi kadariyla
Avrupa’da Uretilen bir ticari@ diginda BDV gilarinin bulunmamasi ve BVDVsdari
ile asilanan koyunlarda kismi bir korunmagsmnabilmesi nedeniyle henliz Gzerinde
calsiilmasi gereken bir konudur.sAamanin amaci, gebelik dncesisithrin immun
kilinmas! sayesinde transplasental enfeksiyonumé@ngecilebilmesini gdamaktir.
Mucadelede BVDV alarinin da kullanilabilege bazi aratirmacilar tarafindan
Onerilmekle beraber, yorede seyreden immun dominamisun nitelgi ile Sinir
Hastalg! viruslarinin antijenik ggtlili ginin de hesaba katiimasi gerekmektedir. Ayrica,
koyun htcreleri veya koyun serumlari kullanilaraketilen ve veteriner sahada
kullanilan canli virus glarinin, pestivirusun ncguslari ile kontaminasyonu nedeniyle
enfeksiyon olgturma riski her zaman vardir (Brun ve ark., 1998JdazGonzales ve
ark., 2006; Thabti ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Hucre Kdltara

Arastirmalarda Ondokuz Mayis Universitesi Viroloji Arilim dalindan temin
edilen Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hicre kudtil kullanildi. Hucrelerin
Uretilmesinde hicre Uretme vasati olarak, %10 odanfotal serum ve %1 oraninda
antibiyotik solisyonu (Biological Industries, Calo:03-033-1B, Israel) iceren DMEM
(Biological Industries, Cat. N0:01-050-1A, Israkd)llanildi.

3.1.2 Virus

Virolojik calismalarda Ondokuz Mayis Universitesi Viroloji Anahilidalindan
temin edilen sitopatojen (cp) BVDV/NADL suw kullanildi.

3.1.3 Dana Serumu

Virolojik calismalarda ve hucrelerin Uretiimesinde ticari olaraknin edilen
Fetal Bovine Serum (FBS, Biological Industries-84607-1A) kullanildi.

3.1.4 ELISA Kiti

BDV' e ka1 spesifik antikorlari tespit etmek amaciyla ticalarak temin edilen
c- ELISA kiti (Pourquer, P0O0645/03, France) kulldni

3.1.5 RT-PCR Kiti

Calsmalarda ticari olarak temin edilen cDNA sentez {@iological Industries),

Taq polimeraz enzim (Fermentaz), 100 bp DNA lad@ermantaz), primerledigntek)
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kullanildi. RT-PCR tekmi icin kullanilan primerlerin dizini ve buyukluklerTablo
3,1'de sunuldu.

Testte pozitif referans kontrol olarak daha on@/Boozitif olarak tespit edilen
numune, negatif kontrol olarak da distile su kulidn

Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan primer dizinleri

Primer Dizini Uruin Blyukli g Referans
(bp)
PBD15- TCG TGG TGA GAT 225 bp (Vilcek ve Paton , 2000
CCCTGAG -3
PBD25- GCAGAG ATTTTT 225 bp (Vilcek ve Paton , 2000
TAT ACT AGC CTATRC -3

3.1.5 Serum Numuneleri

Bu argtirmada serolojik ¢cagmalar icin Orta Karadeniz Bolgesinde yer alan 4 il
(Samsun, Amasya, Tokat, Giresun) ve bu illerglibdécelerden toplam 401 koyundan
alinan kan serumu ornekleri kullanildi. Serum Otemekin dasilimi Tablo 3.2° de
gosterilmgtir.

Tablo 3.2: Serolojik ¢alsmalar icin érneklenerslietmeler

iL ADI ILCE ADI SERUM SAYISI
SAMSUN INCESU 83
AMASYA MERKEZ 123

TOKAT MERKEZ 121
GIRESUN SEBINKARAHISAR 74
GENEL TOPLAM 401




3.1.6 RT-PCR Icin Kullanilan Materyaller

17

BDV* den siiphe edilen toplam 13 kuzu @gindan salanan 12 beyin, 13 akger,
13 karacter, 2 dalak olmak Uzere toplam 40 materyal kulthnilMateryallerin

sglandigl odaklara gére materyal sayisi Tablo:3,3'de higlirt

Tablo 3.3: Virolojik calismalar icin érneklenen enfeksiyon odaklari ve ¢regié zamanlari

No Geldigi Yer Hayvan Turli | Marazi Madde | Ornekleme Zamani
1 SINOP/ Boyabat Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
2 SINOP/ Merkez Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
3 SAMSUN / Merkez Kuzu Byn, Kc, Ac, Ocak-2008

DIk
4 AMASYA/ Suluova Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
5 AMASYA/Suluova Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
6 TRABZON/Merkez Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
7 TRABZON/Merkez Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
8 RIZE /lyidere Kuzu Byn, Kc, Ac Ocak-2008
9 CORUM/ Osmancik Kuzu Kc, Ac Ocak-2008

10 TOKAT/ Niksar Kuzu Byn, Kc, Ac Subat—2008
11 | AMASYA/Hamamdozi Kuzu Byn, Kc, Ac Subat—2008
12 SIVAS/ Merkez Kuzu Byn, Kc, Ac Subat—2008
13 | SAMSUN/Casamba Kuzu Byn, PTE Ac, Subat—2008

D

Ac: Akciger,Kc: Karacger, DIk: Dalak,Byn: Beyin
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3.2 Metot

3.2.1 Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Tuplere alinan kan o6rnekleri pihtdé&ktan sonra, 10 dakika 2000 devirde
santrifuj edilerek serumlar ayirilarak stok tuplaekgartildi ve test yapilincaya kadar -20
°C* de saklandi.

3.2.2 RT-PCR i¢in kullanilan materyallerin hazirlanmasi

RT-PCR amaciyla 13 kuzu gimdan alinan 12 beyin, 13 aker, 13 kara@er, 2
dalak toplam 40 izolasyon materyali 1/10 oranindd %k 10 000 IU {nternational
Unit ) penisilin / ml, 20 mg streptomisin / ml veD@5 mg /ml Amphoterisin iceren PBS
icinde doku parcalayicida buz icerisinde homojemidedikten sonra + 4°C ‘ de 3000
rom de santriftj edildi. Daha sonra supernatantilstabin icersinde 0,45 pum caph
enjektor filtreden gegcirilerek her bir 6rnek 2 gl hacimli 3 cryo ttpe porsiyonlandi.
RT-PCR testi yapilincaya kadar — 80°C * de muhatatihli.

3.2.3 Kompetatif ELISA (C-ELISA) Testi

Serum 0drneklerinde BDV antikorlarin tespit edilmégn c-ELISA testinden
yararlanildi. Bu amagla ticari olarak Uretine-ELISA (Pourquer, PO0645/03, France )
kiti kullanildi.

Serum drneklerinde BDV antikorlarini tespit etmeka&i ile p80 antijeni ile
kaplanmg 96 kuyucuklu diztabanh ELISA tabletlerinde her kuyucuk, bir serum

numunesi igin kullanildi.

+ Orneklerinislenmesi
Kontroller (Pozitif kontrol ve negatif kontrol) 1/2raninda sulandirildi.
Sulandirma ELISA kiti icerisinde yer alan “Dilutiobuffer 9% ile yapildi. Her bir
kontrol (Pozitif kontrol ve negatif kontrol) icinO5pul “Dilution Buffer 9“ ELISA
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tabletlerinde kontrollerin koyulaga kuyucuklara (A1 ve B1 ve C1) konuldu. Al
kuyucyzuna 50 pl ELISA kitinde bulunan “pozitif kontrolB1 ve C1 kuyucuklarina 50
pl ELISA kitinde bulunan * negatif kontrol” konuldu

Serum o6rnekleri ELISA kiti icerisinde yer alan fDtion Buffer 9" ile 1/4
oraninda sulandirildi. ELISA tabletlerinde serunmelierinin konulacg kuyucuklar
icerisine 75 pl “Dulition Buffer 9 konuldu. Heruyucuyza sulandirilmangi serum
orneklerinden 25 pl konuldu. ELISA tabletlerindeker bir kuyucuk bir serum

numunesi igin kullanildi.

Tablo 3.4:ELISA tablet tasarimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

6

I @ | m O O W >
gl M W N | Z| Z| T

P = Pozitif kontrol
N = Negatif Kontrol
1=1. Serum 6rn#&
2 =2. Serum Orng

+ Orneklerininkiibasyonu
Kontroller (pozitif kontrol ve negatif kontrol) veserum o6rnekleri ELISA
tabletlerindeki  kuyucuklara  konulduktan  sonra  kuwydarda igerikleri
homojenlgtirmek igin tabletleri hafifce ¢alkalandi. Daha sanabletler bantla ortuldi
ve bir gece +5 °C * de ( = 3°Gnkubasyona birakildi.
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* Yikama
Inkiibasyon periyodunun sonunda; ELISA Kiti icerigingder alan konsantre
(X 20) solusyon distile su ile sulandirilarak yikasolusyonu olarak hazirlanddantel
metotla tabletlerdeki icerikleri Baltildi. Yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi ve

kurulandi.

* Konjugat

Monoklonal anti-P80 / Peroksidaz konjugat olarakatuldi. Konjugati ELISA
Kiti icerisinde yer alan * Dilusyon Buffer 1* ile/100 oraninda sulandirildi. Bglem
Isikla temasin az olmasi ve konjugatin 62@li kaybetmemesi amaci ile inkubasyon
periyodunun bitimine yakin bir zamanda yapildi. &Al tabletlerindeki her bir
kuyucyza sulandirilmy konjugattan 100 pl konuldu ve tabletlerin Gzeergtkoyu
bantlar ile kapatilarak ve 30 dk ( +5 dk) odaimia inktibasyona birakildi.

*  Yikama
Manuel metotla ELISA tabletlerindeki icerikler gadtildi. Yikama solisyonu ile

3 defa yikandi ve kurulandi.

» Substrat ve ortaya Cikarma
Substrat olarak Tetra Metil Benzidin kullanildi. I5A tabletlerindeki
kuyucuklarin her birine 100 pl subsrat konuldu. [€der 20 dk 21 °C’de inkibasyona
birakildi ve her kuyugia 100 pl durdurma solusyonuA{BQy) ilave edilerek reaksiyon

durduruldu.

*  Okuma
ELISA test tabletlerinin OD dgerleri 450 nm’ de ELISA okuyucu da saptand..
Test serumlarinin Percentage inhibition (Plgetéeri negatif kontrolle karlastirarak
hesaplandi. Pl gerlerinin saptanmasindaagidaki formal kullanild.

P1= (450 nm'de drneklerin OD geri / 450 nm’'de negatif kontrol OD geri) X 100
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P1> % 50 olan 6rnekler negatif , % 40 ile % 50 ardainlan drneklegtipheli,
P1< % 40 olan ornekler pozitif olarak gierlendirildi.

3.2.4 Serum Notralizasyon Testi (SNT)

Bu test kan serumunda BVDV spesifik antikorlarasgiti amaciyla Frey ve
Liess (1971) tarafindan bildirilen mikrondtralizasy yontemine gore yapildi. Kan
serumu Orneklerinin her biri icin 96 g6zIli mikrordizasyon tablasi (Greiner,
Germany) Uzerinde iki kuyucuk secildi. Antikor arasi yapilan serumlar 1/5 oraninda
sulandirildi. Bu amagla serum drnekleri igin secikeyucuklarin hepsine dncelikle 40
pl vasat konuldu. Daha sonra her bir kuytseeserum numunlerinden 10pul eklendi. Tim
gozlere titresi oraninda sulandiriin{l00 DIKDsg) BVDV* in NADL susundan 50 pl
konulup, 37 °C‘de 1 saat etivde (Nuve, Turkiye)uinksyona birakildi. Bu slrenin
sonunda tum goOzlere otomatik dispanser (Eppendaefmany) 300 000 hicre/ml
olacak sekilde sulandirilmy MDBK hiicre suspansiyonundan 50 pl ilave edildi.
Mikrondtralizasyon tablalarinin tzeri steril banklapatilarak 37 °C lik etive kaldirildi.
Her gun invert mikroskop (Kruss, Germany) ile CREiynden dgerlendirilip antikor

tastlyan ve taimayan serum ornekleri belirlendi.

3.2.5 RT-PCR

BDV supheli odaklarda, 6len hayvanlarin nekropsi matayade BDV’e ait

nukleik asitlerin saptanmasi amaciyla RT- PCR tghkden yararlanildi.

3.2.5.1 RNA Ekstrasyonu

Bu amagla Chomczynski ve Sacchi, (1987) tarafinddidirilen yontem
kullanildi. Oncelikle —80°C’de tipler icerisindekéanan 6rnekler, derin dondurucudan
cikarilarak 37 °C’ de ¢6zuldi. Orneklerden 40@lindi ve buz icinde bulunan 1,5 ml
hacimli kapakli mikro santrifiij tiiplerine konuldiwzerine git hacimde (400pl)
denatirasyon solisyonu konuldu ve 10-15 saniyeek®rile kargtirildi. Daha sonra

mikro santriftj tupleri buz icerisine konuldu vepticerisindeki kagimin tzerine
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sirasiyla 300ul asit fenol (su ile equilibre edilg), 300 pul kloroform/izoamilalkol
(49:1) ve 100yl 3 M sodyum asetat (pH 4,2) konuldu ve 10-15 sanigrteks ile
karstirildi.

Karisim 8000-10000 devirde mikro santrifuj (Sigma, USAkullanilarak
santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi, tUpunun dstékdfazdan 700ul alindi ve buz
icindeki yeni tiiplere konuldu. Uzerine 7@ izopropil alkol (-20°C’de sgutulmus)
ilave edildi ve vorteks ile kagturildi. Kargim nukleik asitlerin presipitasyonu igin
- 80°C ‘ de 1 saat bekletildi. Sture sonundaskarioda i1sisinda ¢dzulmesi igin bekletildi
ve kargim 12000 devirde 10 dk santriftj edildi. Santrifiplnin tst kisminda kalan
etanol vakum pompasi ile aspire edildi. Dip kisinkdéan pellet 37 °C 'de kurutuldu.
Steril distile su ile sulandirilan pellet cDNA eldemek icin kalip olarak kullanildi.

3.2.5.2 cDNA Sentezi

Ekstrasyonu yapilan RNA’ lar icerisinde Random Haga ve Reverse-
Transktiptase enzimi bulunduran First stranded c¥eAtez kiti (Biological Industries,
2007) uretice firma protokoliine gore kullanildi.nTiieaksiyon bilgenleri ¢ozuldu ve
vorteks ile kantirilarak buz akisu icerisine yegteildi. Buz Uzerindeki PCR mikro
santrifuj taplerinin icerisine 3 pl steril dionize, 0,5 pl Random Hexamer Primer ve 3
pl RNA konuldu ve kagim vortekslendikden sonra kisa bir stire santrifliije Tupler
termal cyclere yerkgirilerek + 70 ° C de 10 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda, tiipler hemen buz akiisiine syElgek sqgumasi
sglandi. Her tipun tzerine 8 pl Reaction Mix (2,5v€)2 ul DTT (100mM) eklendi.
Tupler tekrar thermal cyclere (THERMO) yattieilerek 25 C °© ‘de 10 dk, 42’ C ° “ de
60 dk ve 70 C ° ‘de 10 dk’dan ghn program suresince inktibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda cDNA elde edildi.
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3.2.5.3 PCR Uriin Eldesi

PCR 0rinl elde etmek icin, 0,2 ml hacimli PCR tiipleerisine gagidaki
karsim hazirlandi.

Tag DNA Polymerase 0,25 pul
10 X Reaksiyon Buffer 3 pl
25nM MgCb 2,4 i
10 mM dNTP Mix 0,5 ul
Primer 1 0,5 ul
Primer 2 0,5 ul
Distile Su 19,85 ul
cDNA 3 ul
Toplam 27,0 ul

Hazirlanan karisim tzerinepd cDNA ilave edilerek, thermal cyclerde @24°’de 6
dk'i takiben, 62C °de 1 dk, 72C °de 2 dk, 94C °de 1 dk siren program 40 defa
tekrarlandiktan sonra 50 °de 1 dk, 72C °de 10 dk stren programlarda inkubasyona
birakildi.

3.2.5.4 PCR Uriinlerinin Gérintilenmesi

PCR urUnlerini goruntilemek icin agoroz jel kulldni Agoroz %1 ygunlukta
olacaksekilde 0,5 TBE ( Tris Borat EDTA ) ile erlenmayeerisinde sulandirildi ve
mikrodalga firinda eritildi. Mikrodalga firindankan agoroz 60°C’ye kadar @atuldu.
Bu arada jel tgyicisina taraklar takilarak hazir hale getirildosutulmus olan
agorozun uzerine 5ul ethidium bromide (500pug/m-%igeklendi ve taraklari takili
olan jel tglyicisi tizerine dokuldu. Agarozun donmasi 30 dddrek.

Jel donduktan sonra taraklar cikartildi jekiyacisi ile birlikte elektroforez
tankina yerlgtirildi. Elektroforez tankina, jelin tGzerinde 2—-3mmyukseklge ulgana
kadar 0,5 TBE buffer ilave edildi. Jeldeki ilk gozeul DNA merdiveni konuldu. Zer
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gOzlere 5 pl PCR drana 1ul boya ile kanlarak ilave edildi. Daha sonra gic

kaynagindan elektrik akimi uygulandi. Elektroforez 40-eB0Oarasi ¢astirildi.

Jel, stre sonunda UV transmilatore nakledildi veADMerdiveni paralelinde
225 bp urtn yonuanden incelendi.
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4. BULGULAR

4.1 C-ELISA

Orta ve Dgu Karadeniz bolgesinde yer alan 4 ilde (Samsun, $ymaTokat,
Giresun) rastgele secilen 401 koyundan alinan leinns 6rneklerinde BDV-ELISA
yontemi ile BDV antikoru saptanmaya gatli. BDV-ELISA sonucunda, 401 koyundan
alinan kan serum orneklerinden 193 serum ginue (%48,12) BDV antikoru saptandi.
Materyal sglanan illerin hepsinde BDV enfeksiyonu serolojika@k belirlendi. Bu
illerde seropozitiflik oran1 %7,22—74,38 arasindatandi ( Tablo: 4.1).

Tablo4.1:illere gére BDV-ELISA sonuclari

iL ADI Serum Sayisi (+) Serum Sayisi Prevalansi
SAMSUN 83 11 % 7,22
TOKAT 121 90 % 74,38
AMASYA 123 86 % 69,91
GIRESUN 74 11 % 14,86
TOPLAM 401 193 % 48,12
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Sekil 4,1: ELISA uygulanan serum orneklerinde BDV antikor iibzsonuclarinin pleyt tzerinde
gOrunimd

Al: Negatif kontrol

B1 ve C1:Pozitif kontrol
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T

LTI TR AR ¢ 2 CLS

Sekil 4,2: ELISA uygulanan serum o6rneklerinde BDV antikor pidzsonuclarinin pleyt zerinde
gOrunimdi

Al: Negatif kontrol

B1 ve C1:Pozitif kontrol



4.2 Serum Notralizasyon Testi

Orta ve Dgu Karadeniz bolgesinde yer alan 4 ilde (Samsun, $ymaTokat,
Giresun) rastgele secilen 401 koyundan alinan karuns o6rneklerinde Serum
Notralizasyon Testi ile BVDV antikoru saptanmay&ghli. Serum Notralizasyon testi
sonucunda 401 koyundan alinan kan serum Ornektmintl72 serum Orgende
(%42,89) BVDV antikoru saptandi. Materyal giman illerin hepsinde BVDV
enfeksiyonu serolojik olarak belirlendi. Bu illerégeropozitiflik orani % 4,81-67,76

arasinda gozlendi.
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Tablo 4.2:1llere gére Serum nétralizasyon testi sonuclari

iL ADI Serum Sayisi (+) Serum Sayisi Prevalansi
SAMSUN 83 4 % 4,81
TOKAT 121 82 % 67,76
AMASYA 123 78 % 63,41
GIRESUN 74 8 % 10,81
TOPLAM 401 172 % 42,89
4.3 RT-PCR

BDV supheli 13 atik kuzudan elde edilen 40 izolasyonematinin (12 beyin,
13 akcger, 13 kara@er, 2 dalak) 24° inde BDV nukleik asiti tespit ellil Test
sonuclarina gore izolasyon materyallergedendirildiginde %60 ‘1 ( 24 / 40 ) pozitif
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235hp

M1 2 3 4 58586 7 &

Sekil 4.3: RT- PCR sonucuna ait jel goruntisu
M: 100 bp DNA merdiveni

1: Pozitif kontrol;

2,3,4,5, 6, 7Pozitif saha orng

8: Negatif kontrol
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Tablo 4.3: RT- PCR sonugclari

Atik No Akc Kc Byn Dlk

1 + + -

2 + + +

3 + - -+ -

4 + - +

5 - - +

6 + - +

7 - + +

8 + - +

9 + +

10 + + +

11 - + -

12 - - -

13 - - - -
Toplam 8/13 8/13 8/12 0/2
Genel Toplam 24/40

Ac: Akciger,Kc: Karacger, Byn: Beyin, DIk: Dalak

RT- PCR sonugclarina gore atik hayvanlardan elderedkcger drneklerinde %
61,53 (8/13), karager orneklerinde %61,53 (8/13), beyin 6rneklerind@1%3 ( 8/13)
nukleik asit pozitiflgi saptandi. Dalak 6rneklerinin tamami negatif ddatespit edildi.
Test materyallerinin ttrtiine gére RT-PCR sonuglabld 4.4’de gosterilngtir.
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Tablo 4.4: Materyal tirtiine gére RT-PCR sonuglari

Materyaller Adet (+) Sayisi Pozitiflik Orani
Akciger 13 8 %61,53
Karaciger 13 8 %61,53
Beyin 12 8 %66,66
Dalak 2 0 %0
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5. TARTISMA

Orta Karadeniz bolgesinde Ozellikle gebe koyunlaramsplasental enfeksiyonu
sonucunda abortlar, 610 gom, mumifiye olmy fotus, biyime gerii, merkezi sinir
sistemi bozukluklari ile karakterize defektleringe kongenital anomalili ve kor kuzu
dogumlarina rastlanmaktadir. Bu tur olaylarda ilk elarbakteriyel veya protozoer
nedenler ¢grisim yapmaktadir. Ancak bu tir semptomlara neden gtdndonemli viral
etkenler vardir. Bu etkenler arasinda en énemii lylerpestivirus olan Border Disease
Virus (BDV) tutmaktadir.

Bu aratirma, iki agamal olarak planlantir. Birinci asamada BVD
enfeksiyonu benzeri klinik semptomlari gdsteren @dgrdan materyal toplanarak
enfeksiyonun RT-PCR ydntemiyle molekuler tanisiindk asamada ise boélgesel
agirlikh olmak tizere BDV enfeksiyonunun seroprevalaiki 6nemli yontem (ELISA
ve SNT) kullanilarak ortaya konmasi hedeflegimi

Birinci asamada 13 atik kuzundan 40 adet organ materyalaktger, 2 dalak,
13 karacter ve 12 beyin) kullanilmgtir. Bu organ materyalleri daha 6nce birgok
arggtirici tarafindan kullanilngi ve uygunlgu bildirilmistir (Vilcek ve ark., 1997;
Becher ve ark., 2003; Willoughby ve ark., 2006; Disbve ark., 2008). Agairmamizda
uygulanan RT-PCR testi sonucundan toplanan 40 gadtlem 24 (%60) adedinde
BDV-RNA identifiye edilmitir. Bu veri BDV enfeksiyonunun tanisinda RT-PCR
testinin duyarh oldgu bildirilen bircok ¢cakma ile paralellik gosterrtir (Vilcek ve
ark., 2000; Willoughby ve ark., 2006; Oguzoglu vk.a2009).

BDV enfeksiyonunun tanisinda kan, doku ve organekiemi gibi farkl
materyaller kullanilabilmektedir. Enfekte hayvadian alinan bu materyallerde
virus/viral nukleik asit saptanmasi ile ilgili bok argtirma bulunmaktadir. Dubois ve
ark.(2008) yapmi olduklari calmada RT-PCR testi ile 32 klinik materyalin 23
(%71.87) adedinde BDV nukleik asiti tespit eglmidir. Bu tekngi kullanarak test
edilen orneklerde BDV-RNA pozitiii, dalakta %58,3 (7/12) , akk@rde %50 (1/2) ,
karacgerde %100 (1/1) , karsakta %100 (1/1), kan Orneklerinde %81 (13/16)



33

oranindadir. Argtirmamizda elde edilen sonuclara goregigegheli 13 kuzu atiktan elde
edilen 40 organ materyalinin 24 ‘(%60) adedinde BBWA tespit edilmgtir. Test
edine organ materyallerinde BDV RNA pozitfli akciger orneklerinde % 61,530
(8/13) , karagier orneklerinde % 61,530 (8/13) , beyin 6rnekldar?61,53't ( 8/13)
olarak tespit edilirken dalak orneklerinin tamanegatif olarak tespit edilrgtir.
Willoughby ve ark., (2006)ingiltere’de ciftliklerde bulunan koyunlardangsadiklar
toplam 50 materyal (plazma , serum , doku 6rmekleriandiklari cagmada, RT-PCR
testiyle koyun izolatlarinin buyidk kisminda BDV, BV-1 nukleik asiti tespit
etmglerdir. Kullanmg olduklari 50 materyalin 28’inde (%56) BDV-RNA, Bde (%10)
BVDV- RNA tespit ettiklerini bildirmglerdir. Dubois ve ark (2008) , Willoughby ve
ark.(2006) argtrmamizdan farkh olarak dalak'ta BDV RNA pozitdl tespit
etmilerdir. Iki arastirmaci grubunun Akger ve karagier orneklerinde elde ettikleri
pozitiflik oranlari argtirmamizda elde edilen verilere yakinzdderdedir.

Oguzoglu ve ark.(2009) bir keci ve bir koyundan elde edil pestivirus
izolatlarinda, BDV karakterizasyonu yagmve siniflandirmgtir. Turkiye'de kiguk
ruminantlarda BDV enfeksiyonunun kismi karaktenzasi ve varlg ilk olarak bu
argtirma ile saptanmgtir. Arastirmaci ve ekibi, antijen c-ELISA testi yardimiyla
pestivirus yonunden pozitif olgu tespit edilen I6kosit/serum 6rneklerini, PLA tekt
pozitif oldugunu tespit ettikleri hiicre kultir pasaj sivilarve organ numunelerini
pestivirus izolati olarak kullanglardir. ELISA testi ile BDV pozitif olarak tespdtmi
olduklari alti izolati panpesti generik primerlerikullanarak RT-PCR testine tabi
tutmuslar ve pestiviruslar icin spesifik olan 288bp bkkiglindeki DNA drtnleri elde
etmklerdir. Daha sonra iki BDV izolatini (BDV/Aydin/Qdcp ve BDV/Burdur/05/cp)
BDV, spesifik primerleriyle ve ayirici §his amaciyla BVDV-2 icin spesifik primerler
ile RT-PCR reaksiyonuna tabi tutghardir. Testin sonucunda BDV primerler ile BDV
icin spesifik olan 225 bp DNA drtnleri lede ediktk BVDV-2 primerleri ile uygun
drinler elde edilmemgiir. Arastirmamizda da organ numunelerinden eldegietiz
homojenatlari BDV spesifik primerleri ile RT-PCRaksiyonuna tabi tuttuk ve 13 atik
kuzudan elde edilen 40 izolasyon materyalinin 2d&1225 bp buyukgiindeki DNA
drtnlerini tespit ettik. Bu sonuclara gore gaamiz, Guzoglu ve ark. (2009) yapmi
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olduklari calgmada BDV’e spesifik primerlerle elde ettikleri 22blbuydkligtindeki
DNA urunleri bakimindan paralellik gostermektedir.

Garcia-Perez ve ark. (2009) yapmoiduklari ¢calgmada ELISA testi ile kan ve
fotal sivilarda; RT-PCR testi ile dokularda, BDV fegsiyonunun varfini
argtirmislardir. Aragtirmacilar, abort, fotis, 6lu gam gorulensipheli surilerde
bulunan kuzulardan elde ettikleri materyallerdede@eysel olarak kendilerinin enfekte
ettikleri kuzulardan gdadiklari materyallerde RT-PCR yontemiyle BDV vanh
arsgtirmiglardir. Elde edilen RT-PCR sonuglarina gore fotigsleo7,9, 6lu dganlarda
%50 surulerdeki kuzularda %50 oraninda BDV RNA tdgme tespit etmglerdir.
Deneysel enfeksiyon sonucu 6lugan kuzulardaki doku 6rneklerinde %54,5 oraninda
pozitiflik tespit etmglerdir ve d@al enfekte 6lu d@an kuzulardaki doku 6rneklerinde
tespit ettikleri RT-PCR testi sonuclariyla benZzedostermektedir. Doku 6rneklerinden
lenf noduld, tiroid bezi ve bobrekde daha yukse&nda pozitiflik tespit etrgierdir.
Calsmamizda elde edilen sonuclara gore BEpheli 13 kuzu atiktan BDV nukleik
asiti tespit edilny ve test sonuclarina gore izolasyon materyallegedendirildiginde
%60 oraninda pozitif oldiu saptanmtir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar, Garcia-
Perez ve ark. RT-PCR testiyle akei karacker ve beyinde elde egti sonuclarla
benzerlik gostermektedir. Garcia-Perez ve ark.caylenf nodulu, tiroit bezi ve bobrek
de daha yuiksek oranda pozitiflik tespit edierdir.

Arastirmamizin ikinci gamasinda Orta Karadeniz bélgesinde koyunlarda BDV
seroprevalansi iki 6nemli gkis metotu ile argtiriimistir. Bu amagcla Orta Karadeniz
bblgesinde yer alan 4 ilde (Samsun, Amasya, To&agsun), rastgele secilen 401
koyundan alinan kan serum drneklerinde ticari kaatfeELISA (c-ELISA) yontemi
ile BDV seroprevalansi agtariimistir. ELISA testi sonucunda, 401 koyundan alinan kan
serum orneklerinin 193 adedinde BDV’e spesifik lemtitespit edilmi ve seropozitiflik
orani %48,12 olarak belirlengtr. Materyal toplanan illerin hepsinde BDV
enfeksiyonu serolojik olarak gleis edilmitir. Ayni kan serumlarinda BVDV/NADL
susu kullanilarak SNT ile pestivirus taramasi yapilve %42.89 (172/401) oraninda
seropozitiflik gosternstir. Bu verilerin siginda c-ELISA testinin SNT’den daha duyarli
bir test oldgunu gostermektedir.
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Son yillarda, koyunlarda pestivirus enfeksiyonlérerine bir ¢ok serolojik
argstirma yapilmg ve c¢aitli tlkelerde bir pestivirus olan BDV nin vagh bildirilmistir.
Yapilan bu serolojik calmalarda pestiviruseropozitivitesinin  %5-50 arasindagden
oranlarda oldgu gdsterilmgtir (Nettleton, 2000).

Ispanya (Hurdato ve ark., 2003jalya (De Mia ve ark., 2005)svicre (Stalder
ve ark.,2005), Tunus (Thabti ve ark., 2005) gikiitGe Ulkelerde BDV enfeksiyonun

varhgi serolojik ortaya konulmgur.

Turkiye’'de pestiviruslerin vag ve ruminantlar i¢cin dnemli enfeksiyon riski
olusturduklari bircok cagma ile ortaya konulmgiur (Burgu ve ark., 1987; Alkan ve
Burgu, 1993; Burgu ve Ozkul,1993; Burgu ve ark, 7)99

Turkiye’de koyunlarda pestivirus enfeksiyonlaringilii ilk arastirma 1987
yilinda yapilmgtir. Arastirmada abort yapan koyunlardaglsaan kan 6rneklerinin %3
‘nde ve abort olan fotuslerin %10’ unda pestisinarlg! bildirilmistir ( Burgu ve
ark., 1987).

Burgu ve ark. (2001), yapsolduklari bir argtirmada dokuz koyunculuk
isletmesindeki kog, koyun ve kuzulardan toplanan &areklerinde mikronétralizasyon
testi (Referans su BVDV/NADL) ile pestivirus varlgini serolojik olarak
argtirmiglardir. Bu aratirma sonucunda. koglarda %20,6 (6/29) oraninda bir

seropozitiflik sglanirken oOrneklenen gebe koyunlarda %21,5 (142/66ninda
seropozitiflik tespit edilngtir.

Dogu ve Guneydgu Anadolu bélgesinde bulunan keci sirilerinde hgampi
seroepidemiyolojik bir akirmada pestivirus seropozitivitesi BDV igin %63BVDV
icin %30.2 tespit edilmgtir (Ataseven ve ark., 2006).

Ege bolgesi, Akdeniz Bolgesi vig Anadolu Bolgesinde koyun ve kegiler
Uzerinde yapilan bir ¢gmada; cgunlugu halk elinde bulunan kucukpdkoyun ve
keci) hayvancilik sletmelerinde 1036 (705 koyun ve 331 keci) kan grmastgele
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orneklenmgtir. Toplanan kan serumlarinda BDV antikorlaringsgiti icin spesifik
ticari ELISA kiti kullanarak, %77,67 oraninda Bord®isease Antikorlari tespit
etmglerdir (Oguzogslu ve ark., 2009).

Gumigova ve ark. (2006), Turkiye'de kiy1 ve i¢ bdlgelekd koyunlardan
rastgele secilerek toplanan kan serumlarinda pesivseropozitifigini BVDV’Un
referans sgu olan NADL'1 kullanarak, SNT'i ile argirmiglardir. Bu aragtirma
sonucunda pestivirus serpoziilt018,94 (463/2444) olarak tespit edigtm.

Arastirmamizda, Orta Karadeniz boélgesinde bulunan kiaydan sglanan kan
serumu orneklerinde c-ELISA yontemi ile seropoltif®o48,12 olarak belirlenngtir.
Ayni kan serum 0Orneklerinde BVDV /NADkusu ile SNT ile pestivirus seropozitfii
argtirllmis ve % 42,89 oraninda seropozitiflik tespit editini Arastirma sonucunda
Karadeniz bolgesinde koyunlarda c-ELISA yontemitdspit edilen seropozitiflik orani
(% 48,12); Ege Bolgesi, Akdeniz Bolgesi igeAnadolu Bolgesinde ELISA yontemi ile
kiucukbg hayvanlarda tespit edilen seropozitifik oranind@e77,67) daha diik
bulunmuytur. Ayrica argtirmamizda Karadeniz Bolgesinde koyunlarda SNT giomt
ile tespit edilen pestivirus seropozitifli(%42,89); Burgu ve ark.,(2001) yapnuldugu
bir argtirmada tespit ettikleri koyunlardaki pestivirus@gozitifliginden (%21,5) ve
Gumisova ve ark. (2006) tarafindan yapilan sarmnada koyunlarda bildirdikleri
%18.94 oranindaki pestivirus seroprevalansindara datksek bulunmgiur. Gegmg
yillarda yapilan ¢agmalarda elde edilen seropozitiflik oranlari sitamamizda elde
ediken oranlarda dgiuk oranlarda olmasi kigukpa hayvanlarda pestivirus
enfeksiyonlarinin gec¢nten gunimize giderek fazlalgini géstermektedir (Burgu ve
ark., 2001; Gumgova ve ark., 2006).

Elde ettgimiz sonuglar dinyanin ger Ulkelerinden vyapilan pestivirus
seroprevalans camalarinda elde edilen verilere gore yiiksektir. @meDanuser ve
ark. (2009),isvigre’de 5059 koyun serumunda gercgfiddikleri bir calsmada ELISA
testi ile seropozitiflik oranini %16,32 (829 /505@prak bildirmglerdir. Aragtirmaci
grubu yine ayni drnekleme grubunda BVDV ve BDMl&uilarak yapilan SNT ile
seropozitiflik orani sirasi ile %13,9 ve %14,8rala tespit etmstir (Danuser ve ark.,
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2009). ispanya’da yapilan bir cainada kuzularda BDV seropozitifli %17,6 olarak
tespit edilmgtir (Valdazo ve ark., 2008)svec de koyun surilerinde %20-65 oraninda
BDV seropozitivitesi bildirilmgtir (Schaller ve ark.,2000)ispanya’da koyunlarda
BDV-yas-spesifik seroprevalans c¢ghasinda, 5-6 aylik toklularda, %29-33, 1
yasindaki koyunlarda %67-88 ,1 gia Uzerindeki koyunlarda %86’ In Uzerinde
seroprevalans tespit edigtir (Berriatua ve ark.,2004).Kuzey ispanya da ssgiolbir
calsmada BDV seroprevalansinin %4-21 arasinda goidoildirilmistir (Berriatua ve
ark., 2006). Kanada da yapilan bir gadada hayvan ciftliklerinden toplanan 540 koyun
kan serumu SN testi ile BDV antikoru kontroll somada seroprevalansi (5/540) %0.9

olarak bulunmstur (Heckert ve ark., 1994).

BDV enfeksiyonun epidemiyolojisinde bircok faktorol oynamaktadir.
Enfeksiyonun yayillmasinda vertikal nakil énemlidirzellikle gebe transplesantal gegis
sonucusekillen fotal enfeksiyon sonucundaj Ruzu dgumlari olyabilmektedir. P
hayvanlar sekret ve eksretleri (nazal akinti, agagtt, semen ) ile etkenin
nakledilmesinde 6nemli bir kaynaktir ve sird icer kaman bir risk il etmektedirler
(Loken ve ark., 1991). Ayrica enfeksiyonun epidgitajisinde kuzulama zamani ve
kontrolsiiz hayvan hareketleri de 6nemlidir. KarazleBolgesinde d@arin kiyiya
paralel uzanmasi, y# bitki ortisti ve orman bakimindan zengin olmaamdlolayi
ulkenin en fazla yais alan bolgesidiric bolgelerde cok sert olmayan karasal iklim
hakim sirmektedir. Sahil kisminda hayvan sayiskorgrolsiiz hayvan hareketleri az
olmasina kanlik ic bolgelerde hayvan hareketleri ve hayvanisaylaha fazladir.
Mevsime bgl ciftlesme arzusu gdsteren koyunlar polidstrik hayvanlaiuglindan
¢cogu koyun irklari gunlerin kisalmaya gladigi donemlerde kizginlik gostermeye
baslamaktadir. Bu nedenle bdlgedegdonlar aralik ayinda R&makta ve mart ayina
kadar uzanmaktadir. Karadeniz bolgesinde ygapiz calsmada materyal gganan 13
abort vakasinin yash alan ocaksubat ayinda gercekdegi bildirilmi stir. Bu ¢calsmada
BDV enfeksiyonunun seroprevalans galasi 4 il (Samsun, Amasya, Tokat, Giresun)’
de gerceklgiriimistir. Seroprevelans camasi sonuclari, ic kesimlerde yer alan
illerdeki enfeksiyon oraninin geer illere oranla daha ytiksek dizeyde @ldow ortaya

koymuwstur. Bu sonuclara goére enfeksiyon oraninin yuksddugu illerde koyun
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varhginin ve hayvan hareketlerinin gadir illerden daha ygun oldgu kanaatine

varilmistir.

Diger bir tehlikede, kontrolii yapiimagnve persiste enfekte koyun hucreleri
veya koyun serumlari kullanilarak Uretilen canlirugi gilarinin bir sahada
kullaniimasidir. Bu durum pestivirus enfeksiyorami ollsumuna ve yayilmasina
neden olabilir (Thabti ve ark.,2005).

Bu sonuclarsiginda aratirmamiz, Burgu ve ark. (1987) tarafindan 22 yité&n
gerceklgtirilen, koyunlarda pestivirus tizerine yapilanbeevirus grubunun Turkiye'de
varhgi serolojik olarak ortaya koyan ilk atamadan sonra yapilan birgcok gahadan
biridir. Ik bildirimden bugiine kadar gegcen zamanda yapitagtiemalar biyik ivme
kazanmy; koyunlarda onemli bir pestivirus olan “sinir tedg1” etkeni BDV agik
olarak identifiye edilmitir. Ataseven ve ark. (2006), yilinda kecilerde Bbii
varhgini serolojik olarak bildirnglerdir. Osuzoglu ve ark. (2008) yilinda yaptiklari
calsmalarda koyunlarda BDV Uzerine virolojik, patolojike serolojik anlamda
kapsamli bir cajma gerceklgtirilerek BDV’' nin Tuarkiye'deki molekiler

karakterizasyonu gercektemislerdir.

Yapmg oldusumuz camada Orta ve Dgu Karedeniz Bolgesinde BDV
enfeksiyonun var§ molekiler teknikler kullanilarak virolojik olarakientifiye edilmi
ve argtirma serolojik olarak da destekletm. Arastirma sonucunda BDV
identifikasyonunda kullanilan RT-PCR yodnteminin gék duyarliiga sahip oldgu
ortaya konulmstur. Serolojik cakmalarda kullanilan iki yonteminde (c-ELISA ve
konvensiyonel yontemlerden SNT ) ¢ok duyarh yoregnoldusu bir kez daha ortaya
konulmustur. Enfeksiyonun yayillmasinda en 6nemli etkenlertde tanesi olan siri
icerisinde yer alan iPhayvanlarin tespit edilmesinden tim bu yontemlagab ile
uygulanabilir.

Arastirma sonucunda elde edilen veriler BDV enfeksiyanu Orta ve Dgu
Karadenizde Bolgesinde artan bir seroprevalansa sédusunu gosternsgtir. Bu artsta
en dnemli etkenlerden birisi kontrolstiz hayvan ketleridir. Diger nemli etkenlerden
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biride gerek kirsal kesimlerde bulunan yticilerin gerekse buyuk capli besicilerin
pestivirus enfeksiyonlari ve verggeekonomik zararlar konusunda yeterli duzeyde

aydinlatiimamasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pestivirus enfeksiyonlari ruminantlarda biuyuk ekoik kayiplara neden olan
Onemli bir viral patojendir. Turkiye ekonomisindaim ve hayvancilik 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ulkemiz hayvangiinda koyun varfii et Gretimi, sut tretimi yagakil
uretimi yonunden ekonomik olarak o6nemli aldukadar kulturel ve geleneksel bir
Oneme de sahiptir.

Turkiye'de varlgl 22 yil dnce ortaya konulan BDV enfeksiyonu pestiar
icinde 6nemli yer tutmaktadir. BDV enfeksiyonu, hiagda kilo kaybina, st veriminde
disUse ve yapal kalitesinde bozulmalara neden olmasindan dolelgonomik agidan
buyluk kayiplar meydana getirmektedir. Ayrica geteyvanlarda neden olgu
abortlar, 6l0 dgumlar, kongenital anomali defektli hayvanlarda ekxmoik kayiplarin

artginin diger bir yonudur.

Yapilan bu argirmada BDV enfeksiyonunun Ulkemizde ilk bildirindi@n bu
gune kadar artarak yayilmaiemi gosterdgi tespit edilmgtir. Yayllmada en dnemli
etkenlerden birisi bdlgeler arasi kontrolstiz haywaklidir. Bolgemizde enfeksiyonun
yayllmasinda 0zellikle kurban bayrami sirasindalgabiytk capli kontrolsiiz hayvan
hareketleri etkili rol oynamaktadir. Hayvan nakillsirasinda suri icinde yer alaih P
hayvanlar enfeksiyonun bdlgeler arasinda yayiln@asinciluk etmektedir. Ayrica
bolgemizde ilkbaharda hayvanlarin yaylalara cikaadiyla beraber yaylalar arasinda
persiste enfekte hayvanlarin nakli enfeksiyonungbdé yayilmasinin bka bir

nedenidir.

Pestivirus enfeksiyonlari Avrupa Bili icerisinde yer alan birgok Ulkede
uygulanan ulusal eradikasyon programlari ile yokeeye caliimaktadir. Ulkemizde
de bu enfeksiyonu yoketmeye yonelik ilgili kurumfakoordineli olarak yuritege bir
ulusal eradikasyon programinin hazirlanmasi ve laygnaya konmasi gereklidir.
Eradikasyon programi icin hastalikla ilgili bir ee&ns tghis merkezi olgturulmasi ve

bu merkez onculiinde ulke genelinde gerek kuciksbgerekse de buylk ba



41

hayvanlarda pestivirus enfeksiyonlarinin profilirgrkarilamasi ve elde edilen veriler

dogrultusunda eradikasyon stratejileri gtiurulmasi gerekmektedir.

Enfeksiyonun yayiliminin 6nlemek amaci ilesilama kampanyalarinin
baslatiimasi gereklidir. Aillama daha c¢ok klinik semptomlarin gorigdi akut
enfeksiyonlarda daha faydali olsada gunimizde banii modifiye allar fotis
enfeksiyonuna engel olmaktadir.

Sdratli ve ucuz maliyetli this metotlarinin tedarik edilmesi, sdrulerin bu
metotlarla taranarak Pl hayvanlarin ortaya cikeaka sturiden uzakdariimasi
gereklidir. Ureticiye ucuz maliyetli $his metotlarinin sunulmasi hasgah kontrolii
acisindan cok oOnemlidir. Maliyet hesaplari yukseklugu zaman Udretici rutin
kontrollerden kaginmakta ve hastalik strt icindgly@ini surdirmektedir.

Kontrolsuiz hayvan hareketlerinin mutlaka 6nuine lgeslidir.

il ve Ilge mudurliklerinden gorev yapan Veteriner Hekimiée serbest
Veteriner hekimlerin ve yatiricilerin  pestivirus enfeksiyonlari agisindan
bilgilendirilmesi gereklidir. Bu amagla sempozyumyea kurslar diizenlenmesi bu konu
ile ilgili olarak Tarim Bakanfii ve Veteriner Fakultelerinin koordineli olarak gatasi
gereklidir.
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