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ONSOZ

Kiiciik ruminant (koyun ve keci) tiirlerinde reprodiiktif sisteme yonelik
bulgularla karakterize enfeksiyonlara neden olan Pestiviruslar, Flaviviridae ailesinin

ayni isimli genusunda bulunmaktadirlar.

Her ne kadar Pestiviruslarin konak¢i hayvan tiiriine gore yapilan
taksonomisinde; sigirlarin esas konak¢i oldugu Bovine Virus Diarrhoea Virusu
(BVDV), koyun ve kegilerde enfeksiyon olusturan Border Disease Virusu (BDV) yer
almakta ise de her iki virusun s6z konusu tiirlerde enfeksiyona neden olusu sebebiyle

bu viruslar “ruminant pestiviruslar” olarak da adlandirilmaktadir.

Son yillarda, Border Disease (BD) enfeksiyonunun kii¢iik ruminant
sirillerinde  varligi/yayginligt ~ ve izole edilen etkenlerin = molekiiler
karakterizasyonlarina yonelik birgok ¢alisma bildirilmistir. Bu ¢alismalarda Amerika,
Yeni Zelanda, Avustralya ve Ispanya, Italya, Isvicre, Isve¢ gibi bazi Avrupa
tilkelerinde enfeksiyonun varligi/yayginliginin yanisira etkenlerin gesitliligi de ortaya
konulmustur. Ayrica Tunus’ta pestivirusla kontamine koyun ¢igegi asis1 ile agilamay1
takiben ortaya cikan enfeksiyonun etkeninin de bir BDV oldugu bildirilmistir.
Pestiviruslarin yaban hayattaki yaygmligi da dikkat cekici bir olgudur. Ozellikle
Ispanya’daki bazi geyik tiirlerinde gdzlenen salginlarda etken identifikasyonu
yapildiginda, BD viruslarmin yeni subgruplarinin ortaya ¢ikmasinin yanisira, bu
etkenlerin ¢iftlik hayvanlarinda goriilen Pestivirus enfeksiyonlarina da bir kaynak
olusturdugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde de koyun ve kegilerde pestivirus ve BD

enfeksiyonlarmin varligi tespit edilmistir.

Pestivirus enfeksiyonlari, sigir ve domuz yetistiriciligi yapilan tiim tilkelerde
sebep oldugu agir ekonomik kayiplar nedeniyle; eski adiyla Office Internationale des

Epizootie (OIE), yeni adiyla World Organization of Animal Health (WOAH)



listesinde bildirimi mecburi hastaliklar grubunda yer almaktadir. EKonomik kayiplara
onemli bir 6rnek olarak; Hollanda’da yasanan 1997-1998 Klasik Domuz Vebasi
(CSFV) salgini sirasinda 6,5 milyon yetiskin domuz ve 2,6 milyon yavru domuzun
itlaf edilmesi verilebilir. Domuz yetistiriciliginde CSFV yani sira 6zellikle BVDV ve
BDV nedeniyle olusan enfeksiyonlarmm da varligi, CSFV igin Avrupa Birligi
iilkelerinde getirilen itlaf yiikiimliliigii noktasinda, pestivirus enfeksiyonlarinda
ayirict teshisi onemli kilmustir. Ulkemizde yasal diizenlemeye dayali halen
stirdiirilmekte olan Pestivirus enfeksiyonlarina iligkin bir miicadele programi
bulunmamasina ragmen, sdzkonusu enfeksiyonlarin ger¢ek seroprevalanslarinin
saptanmasi ileride yiiriitiilmesi muhtemel arastirmalar, zorunlu/istege bagli kontrol
programlari gelistirilmesi yoniinden biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle Pestivirus

enfeksiyonlarinda ayirici teshis biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Bu noktadan hareketle, planlanan bu ¢alismada koyunculuk isletmelerinden
alman 300 adet kan serumu Orneginde, BVDV ve BDV referenz viruslar
kullanilarak yapilan nétralizasyon testi temeline dayali Pestivirus enfeksiyonlarinin

ayirici teshisi hedeflenmistir.

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalinda yiiksek
lisans tezimi yapmak lizere arastirma imkani saglayan Anabilim Dali Bagkanlar
Prof.Dr. Yilmaz AKCA’ya ve Prof.Dr. Ibrahim BURGU’ya (emekli), bu konuyu
aragtirmami oneren, mesleki ve bilimsel yardimlarini esirgemeyen danigsman hocam
Do¢.Dr. T. Cigdem OGUZOGLU’na, ozellikle uyumlu bir ortamda birlikte
calismaktan mutluluk duydugum Viroloji Anabilim Dalinin tiim 6gretim iiyelerine
(Prof.Dr. Feray ALKAN, Prof.Dr. Aykut OZKUL, Prof.Dr. Seval BILGE DAGALP
ve Do¢.Dr. Taner KARAOGLU), ayrica calismalarim sirasinda  yardimlarini
esirgemeyen Aras.Gor. M. Ozkan TIMURKAN ve doktora dgrencisi Sepandar
GARGARI’ye ve manevi destegini her zaman yamimda hissettigim aileme ve

nisanlim Fulya YILMAZ’a tesekkiirii bir borg bilirim.
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1.GIRIS

1.1. Tarihce

Ik kez 1959 yilinda Hughes ve ark. tarafindan Ingiltere ile Wales arasindaki
sinir bolgelerinde bulunan koyun siiriilerinde tanimlanan Border Disease (BD)
enfeksiyonu, Hairy Shaker Disease (Yaglh yapagi hastaligi) veya Fuzzy Lambs
Syndrome (Kdpek kil yapagili kuzu sendromu) gibi sinonim isimlerle de
anilmaktadir. Semptomlar; enfekte gebe koyunlarda abortlar, 6li dogumlar,
normalden diisiikk dogum agirligina sahip yavru dogumlar1 veya kongenital anomalili
yavru dogumlar1 seklinde tanimlanmaktadir (Nettleton ve ark., 1998). Serolojik
aragtirmalar BD enfeksiyonunun diinya ¢apinda yayildigin1 gostermistir. Aragtirma
yapilan bolgelerde koyun siiriilerinde seroprevalans oranlarit %5 ile %50 arasinda
saptanmis, hatta bazi iilkelerde %90’a kadar ulasabildigi gorilmiistiir (Nettleton ve
ark., 1998).

Bovine Virus Diarrhoea Virus (BVDV) enfeksiyonu ise, ilk olarak 1946
yilinda Olafson ve ark. tarafindan New York eyaletindeki slit¢li sigir siirtilerinde
siddetli ishalle karakterize mide ve bagirsak iltihabr olarak tanimlanmistir. Ayrica
baz1 enfekte hayvanlarda nazal ve oral mukozada erozyonlar olustugu gézlemlenmis,
gebe hayvanlarda da abortlar goriilmiistiir. Tiim bu bulgulara ragmen hastaligin
morbidite oranlarinin yliksek, mortalite oranlarinin diisiik oldugu bildirilmistir.
Ramsey ve Chivers (1953), bu adlandirmadan 7 yil sonra Iowa’da yaslar1 degisen
sigir stiriilerinde ilk olarak Mucosal Disease (MD) adi verilen hastalig
tanimlamiglardir. Olafson ve ark. (1946) benzer olarak iilseratif mukozal lezyonlar ve
ishal semptomlar1 ile karsilasmislar, ancak mortalite oranlarim1 daha yiiksek
bulmuslardir. Bu nedenle hastaligimn BVDV’den ayr1 bir hastalik oldugu

diistiniilmiistiir. Sigirlar {izerinde yapilan capraz bagisiklik ve hiicre kiiltiirti



calismalari, sonugta BVDV ve MD enfeksiyonlarina ayni virusun neden oldugunun

anlasilmasini saglamistir.

BVD virusu iizerine 1960 ve 1970’li yillarda yapilan c¢alismalarda,
domuzlardaki Klasik Domuz Vebasi (Hog Cholera) virusu ve koyunlarda goriilen
BD viruslar ile yakin akraba oldugu belirlenmistir (Darbyshire, 1962). Daha sonra
bu (¢ virus “Flaviviridae” familyasinin ~ “Pestivirus”  genusunda

siiflandirilmiglardir (Heinz ve ark., 2000).

1.2.  Etiyoloji ve Pestiviruslarin Genel Ozellikleri

Flaviviridae ailesinde bulunan Pestivirus genusu, Bovidae ailesindeki sigir
tirlerini, Ovidae ailesindeki koyun, kegileri ve Suidae ailesindeki domuz tiirlerini
enfekte eden virus tiirlerini icermektedir. Pestiviruslar, ilk olarak konak orijinlerine
ve yaptiklar hastaliklara bakilarak siniflandirilmislardir. Ancak yapilan arastirmalar
pestiviruslarin konakg1 spesifik olmadiklarini kanitlamistir (Becher ve ark., 1999;
Becher ve ark., 1997; Carlsson ve ark., 1994; Terpstra ve ark., 1998; Hurtado ve ark.,
2003). Pestivirus genusunda Bovine Virus Diarrhoea Virus genotip 1 (BVDV-1),
Bovine Virus Diarrhoea Virus genotip 2 (BVDV-2), Border Disease Virus (BDV),
Klasik Domuz Vebasi Virusu (CSFV) ve atipik pestivirus tiirleri bulunmaktadir
(Pellerin ve ark., 1994; Ridpath ve ark., 1994; Heinz ve ark., 2000).

Son yillarda fotal serumlardan tespit edilen HoBi virusu BVDV-3 olarak
kabul edilmistir (Schirrmeier ve ark.,, 2004). Domuzlardan izole edilen
Bungowannah virusu (Kirkland ve ark., 2007) ile de pestivirus genusu yeni iiyeler

kazanmaya devam etmektedir.



Pestivirus genusundaki viruslar, tek iplik¢ikli, pozitif polariteli ve yaklasik
12,3-12,5 kb arasinda degisen uzunluga sahip RNA molekiilii igerirler. Virion
yaklasik 40-60 nm ¢apindadir, niikleokapsit lipid yapida olan bir zarfla kaplidir ve
ikozahedral simetriye sahiptirler (Murphy ve ark., 1989; Rumenapf ve Thiel, 2008).
Virionlarin zarflarinin yiizeylerinde 10-12nm boyunda halka benzeri alt iiniteler
bulunur (Tidona ve Darai, 2011). Virionlarin RNA’lar1 enfeksiyozdiir ve hem genom
hem de viral messenger RNA olarak goérev alirlar (Rumenapf ve Thiel, 2008).
Serolojik olarak yapilan calismalar pestiviruslarin birbirleriyle antijenik olarak

baglantili olduklarini gostermistir (Darbyshire,1960; Fernelius ve ark., 1973).

Virus genomu; iki ucundan translate olmayan bolgelerle (5° ve 3°, untranslate
region UTR) ¢evrelenmis, bir agik okunabilir bolgeye (Open Reading Frame, ORF)
sahiptir. UTR bolgeleri, virus proteinlerinin sentezi ve virus genomunun
replikasyonu i¢in énemli sinyalleri bulundurmaktadir. Genomun 3 ucunda Poly (A)
kismi, 5 ucunda da sapka (cap) yoktur. ORF; yaklasik 4000 aminoasitten olusan bir
poliprotein olarak kodlanir, yapisal olan ve olmayan 11-12 adet (bu sayisal farklilik
biyotipik 6zelliklerden kaynaklanir.) polipeptide sahiptir (Moenning, 1990).

Yiiksek korunurlukta olan 5’UTR, pestiviruslarin filogenetik analizlerinde en
cok tercih edilen bolgedir (140). NP (p20), ORF’dan ilk kodlanan proteindir, 504

niikleotidden ibarettir ve proteaz aktivitesine sahiptir (Becher ve ark., 2003).

Olgun virionlarda NP yu 303 niikleotide sahip kapsid proteini takip eder,
ardindan konakg1 hiicreden kazanilan E™ (681 niikleotid), E1 (585 nt) ve E2 (1119
nt) zar proteinleri gelmektedir (Becher ve ark., 1994). E™ glikozillenmis bir proteindir
(Rumenapf ve ark., 1993) ve hidrofobik bir yap1 icermez (Weiland ve ark., 1992).
Ayrica riboniikleaz aktivitesine sahiptir ki bu enzim virus replikasyonunda rol oynar.

Bu bolgeye karsi da nétralizan antikor olusumu mevcuttur (Windisch ve ark., 1996).



Yapisal proteinlerden El’e karsi herhangi bir nétralizan antikor olusumu

bildirilmemistir.

Virusa ait zar glikoproteinlerinden E2, pestivirusla enfekte veya asili olan
hayvanlarda nétralizan antikor iiretiminden sorumlu baglica proteindir. Major
immundominant protein olarak da anilan E2 proteini, son derece varyasyonlar
gostermesi  sebebiyle immun sistem tarafindan olusturulan antikor yanit
notralizasyon kinetigine etki ederek, ayni genustaki farkli viruslarin alt tiplerinin
taninmasi durumunda da farkliliklara neden olmaktadir (Meyers ve Thiel, 1996; Patel
ve ark., 2005).

Yapisal olmayan proteinler (NS), NS2-3 ile baslar. Bu bolge proteaz ve
helikaz aktivitesine sahiptir. Ruminant pestiviruslar tiretildikleri hiicre kiltiirlerinde
yapmis olduklart morfolojik degisikliklere gore iki farkli biyotipte bulunurlar
(Meyers ve Thiel, 1996) :

- Non-sitopatojen (ncp)
- Sitopatojen (cpe)

Bu biyotipler enfeksiyonun patogenezinde olduk¢ca Onem tasirlar. Persiste
enfeksiyondan sorumlu biyotip ncp olandir. Sitopatik etki yapan biyotip ise, ya
enfekte hayvanlardan pestiviruslarin mutasyonu yolu ile ya da dogal hayatta
siiperenfeksiyon yolu ile kazanilir. Bunun sonucunda her iki biyotipi de
organizmasinda barindiran bireyler MD’e yakalanarak oliirler (Meyers ve Thiel,
1996).

MD, homolog susla sekillenirse erken (early-onset) veya heterolog susla
sekillenirse geg (late-onset) donemde gelisebilmektedir (Fritzemeier, 1996). Yapisal
olmayan NS2-3 proteini (p125), ubiquitin esteraz enzimi vasitasiyla insersiyon veya
delesyon seklindeki mutasyonlarla ikiye ayrilabilir. Sitopatojen olan pestivirus
suslarmin p125 proteinini kodlama bdlgesinde olugan mutasyonlar sonrasinda NS2
ile NS3’tin ayrim1 gerceklesmektedir. Takip eden arastirmalar sonucunda NS3’iin
sitopatojeniteden sorumlu yapisal olmayan protein oldugu tespit edilmistir

(Fritzemeier, 1996).



Diger yapisal olmayan proteinler NS4A (pl10), NS4B (p32) ve NS5A
(p58)’dir. Viral replikasyonda 6nemli olduklari diistiniilmektedir. Son olarak NS5B
(p75) proteini {iretilir. Bu proteinin RNA’ ya bagimli oldugu ve viral genomun
cogaltilmasinda gorev alan RNA polimeraz enzimiyle baglantili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu proteinlerden NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A ve NS5A/5B’ nin
boliinme alanlarindaki islemler, NS3 serin proteaz enziminin aracilifi ile olmaktadir
(Tautz ve ark., 1997; Wiskerchen ve Collet, 1991; Xu ve ark., 1997). NS4B
proteininin BVDV’ nin patojenitesinde rol oynamakta oldugu tespit edilmistir (Qu ve
ark., 2001). Rekombinant ncp BVDYV suslarinda yapilan bir analiz, NS4A ve NS4B
genleri arasindaki viral sekanslarin eklenmesinin, verimli bir viral replikasyona etki
etmedigini; bdylece NS4AB’nin oncii olarak zorunlu bir rolii (in vitro ortamda)
olmadigin1 gostermistir (Gallei ve ark., 2005). NSSA hiicre zarma baglanan bir
fosfoproteindir ve uzama faktorii-1’in o alt {initesi ile etkilesime girdigi gosterilmistir
(Johnson ve ark., 2001). NS5B ise RNA’ ya bagli RNA polimerazdir (Zhong ve ark.,
1998). NS5A ve NS5B, tamamlanmig (olgun) boliinme triinleri olarak NS5A-5B ile
birlikte bulunur (Collet ve ark., 1988; Collet ve ark., 1991).

1.3. Pestivirus Enfeksiyonlarinda Konak¢i Spektrumu

Pestiviruslar evcil/vahsi ruminantlarda ve domuzlarda diinya ¢apinda
ekonomik olarak 6nemli enfeksiyonlara neden olurlar (Snowdon ve French, 1968).
Glinlimiizde Pestivirus genusunun dort adet tanimlanmug tiirii vardir ki, bunlardan
icli ruminantlar1 dogal olarak enfekte eder; BVDV-1, BVDV-2 ve Border Disease
Virus (Thiel ve ark., 2005). BVDV-1 ve BVDV-2 viruslar sigirlarda (Flores ve ark.,
2000; Flores ve ark., 2002; Vilcek ve ark., 2002; Vilcek ve ark., 2004) yaygin
olmakla beraber, koyunlarda da enfeksiyon meydana getirebilmektedir (Ridpath ve
Bolin, 1997; ,Vilcek ve ark., 2001; Nagai ve ark., 2001). Ayni zamanda BD
Viruslarinin = sigirlarda da dogal enfeksiyon meydana getirdigi bildirilmistir

(Rumenapf ve ark., 1993).

Ruminant pestiviruslarinin genetik karakterizasyonlar1 sonrasinda BVDV ve

BDV alt tiplerinin, tiirler arasi bariyerleri asip Artiodactyla (gift tirnaklilar)



takiminda bulunan genis c¢aptaki konak tiirlerini enfekte ettigi gosterilmistir (Fulton
ve ark., 1982; Donis, 1995; Nettleton ve Entrican, 1995; Loken, 1990; Loken, 1995).
Ornek olarak; BVDV ve BD viruslar1 koyunlardaki ve kegilerdeki pestivirus
enfeksiyonlarinda ayni hayvanlardan izole edilmislerdir (Loken, 2000; Moenning,
1990; Meyling, 1990). BVDV koyun (Carlsson, 1991; Hewicker-Trautwein ve ark.,
1994; Scherer ve ark., 2001) ve kegcilerin (Depner, 1991) yami sira, domuzlar
(Loken, 1995), alpakalar1 (Goyal ve ark., 2002) ve vahsi ruminantlar1 (Frohlich ve
ark., 2002; Van Campen ve ark., 2001) da enfekte etmektedir. Bu tiirlerden koyun ve
kegiler, pestivirus enfeksiyonlarinin sigirlara naklinde biiyiik 6nem tasirlar; zira ortak
mera kullanimi bu tiirlerin bir arada bulunmasini ve tiirler arasi enfeksiyon naklini

kolaylastirmaktadir.

Ozellikle BVDV-1 ve BVDV-2’nin koyunlar1 dogal olarak enfekte
edebilmesi (Sullivan ve ark., 1997; Vilcek ve ark., 1997) nedeni ile gebe koyunlarda
ortaya ¢ikacak patoloji, gebe sigirlardaki pestivirus enfeksiyonlarina benzerlik
gosterir (Scherer ve ark., 2001). Koyunlarda BVDV-1 ve BVDV-2 viruslar
Almanya, Isveg, Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletlerin’de de bildirilmistir
(Becher ve ark., 1994; Vilcek ve ark., 1997; Willoughby ve ark., 2006; Becher ve
ark., 1995; Sullivan ve ark., 1997). Arjantin’deki koyunlar iizerinde yapilan bir
caligmada BVDV-1" in koyunlar arasinda yayildigi ve BVDV-2 alt gruplarinin da bu
koyunlar arasinda sirkiile oldugu gosterilmistir (Julia ve ark., 2009). Ayn1 ¢alismada
BVDV-1a ile persiste enfekte koyunlarin sigirlart enfekte edebilsinler ya da
edemesinler, bu bolgede pestivirus enfeksiyonlarinin dogal konakgilar1 olarak rol

oynadiklari ifade edilmistir (Julia ve ark., 2009).

Ingiltere’de Vilcek ve ark. (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, genetik
tiplendirme sonucunda, toplam 38 koyun izolatinin %60’1 (23 adet) klasik BDV ve
%26’smin (10 adet) ise BVDV-1 oldugu gosterilmistir. Diger 5 izolat ise BVDV-2
olarak identifiye edilmistir (Vilcek ve ark., 1997). 2003-2004 yillar1 arasinda
Ingiltere’de meydana gelen 25 salgindan elde edilen koyun izolatlarinin %80’i BD



virusu ve % 20’ sinin de BVDV-1 oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada sigir ya da
koyunlarda BVDV-2 tespit edilmemistir (Nettleton ve Willoughby, 2007).

Mishra ve ark.’nin 2009 yilinda yaptig1 ¢alismaya gore, Hindistan’da kiigtik
ruminantlarda yaygin olan BVDV enfeksiyonlariin hakim oldugu ve genotip olarak
daha ¢ok BVDV-1 gorildiigii ayrica pek sik olmamakla birlikte BVDV-2
enfeksiyonlarmin da bulundugu bildirilmistir (Julia ve ark., 2009). Ayrica
Tiirkiye’den izole edilen bir adet koyun izolatinin da BVDV-2 oldugu bildirilmistir
(Yesilbag ve ark., 2008).

Border Disease saha viruslart bugiine kadar, konak¢i spesifitesi ve
genetik/antijenik analizleri sonrasinda kendi aralarinda numaralandirilmis 7 farkl alt
grupta toplanmislardir (De Mia ve ark., 2005; Liu ve ark., 2010; Giangaspero ve
Harasawa, 2011). BDV-1, koyun ve kegilerden izole edilmis referenz viruslari
kapsamaktadir. Referenz viruslardan kabul edilen Moredun, X818 gibi gercek ya da
klasik BD Viruslari bu grupta yer almaktadir (Rumenapf ve Thiel, 2008). BDV-2 alt
grubunda ren geyiklerinden izole edilmis suslar bulunmaktadir (Becher ve ark.,
2003). Almanya ve Isvicre’de genellikle domuzlarla bir arada tutulan koyunlardan
elde edilen izolatlar BDV-3 alt grubu olarak rapor edilmislerdir (Oguzoglu ve ark.,
2001; Becher ve ark., 2003; Stalder ve ark., 2005). Ulkemizden de BDV-3 alt
grubunda yer alan koyun izolatlar1 bildirilmistir (Toplu ve ark., 2011). BDV-4 alt
grubunun ilk karakterizasyonu Pirene dag kegilerinde (Rupicapra pyrenaica)
yapilmistir (Hurtado ve ark., 2004; Arnal ve ark., 2004). Daha sonra bu alt gruba
koyunlardan izole edilen etkenler de dahil edilmistir (Valdazo ve ark., 2007). Siklikla
Pirene dag kecilerindeki BDV salginlarinin sorumlusu olarak, yine BDV- 4 suslari
tespit edilmistir (Marco ve ark., 2008; Pioz ve ark., 2007). Baskaca bir cografi
bolgeden bildirimi olmayan BDV-4 alt grubu, iber yarimadasina ve sinir bolgelerine
Ozgl goriinmektedir. Fransiz izolatlart ile ilgili yapilan molekiiler karakterizasyon
caligmasinda 1985 ve 2006 yillar1 arasinda Fransa’daki koyunlardan izole edilen
pestiviruslar, BDV-5 ve BDV-6 alt grubunu olusturmuslardir (Dubois ve ark., 2008).
BDV-7 alt grubu olarak Italyan koyun izolatlar1 gdsterilmistir (Giammarioli ve ark.,
2011).



BDV alt gruplarinin ¢esitliligi son yillarda yapilan calismalarda oldukca
artmig, numaralandirilmamis olmakla birlikte farkli iilkelerden izole edilen ve iilke
isimleri ile anilan alt gruplar da bu simiflandirmaya dahil edilmistir. Bu baglamda,
Tunus koyunlarindan izole edilen Pestiviruslar muhtemel ilave BDV alt grubunu
olustururken (Thabti ve ark., 2005), Tirkiye’den izole edilen BD viruslariin ise,
domuzlardaki klasik domuz vebasi viruslar1 ile ortak atadan geldikleri tespit

edilmistir (Oguzoglu ve ark., 2009; Schmeisser ve ark., 2011, Toplu ve ark., 2011).

Gebe olmayan kegcilerdeki pestivirus enfeksiyonlari genellikle subkliniktir.
Koyunlarda abortlar, persiste enfekte yavru dogumuna goére daha fazla olarak rapor
edilmistir (Depner ve ark., 1991; Loken; 2000). Buna karsin dogal enfeksiyonda
persistenz kecilerde bugiine dek bildirilmemistir (Krametter-Froetscher ve ark.,
2006; Lamontagne ve Roy, 1984; Zaghawa, 1998). Ancak yapilan calismalar,
kegilerin de BVDV enfeksiyonuna duyarli olduguna isaret etmektedir (Zaghawa,
1998).

1.4. BVDV ve BDV Enfeksiyonlarinda Klinik Bulgular

BD virusu izolatlarinin ¢ogu diger tiim pestiviruslarda oldugu gibi non-
sitopatojeniktir. Nadir de olsa sitopatojen olan BD viruslar1 izole edilmistir (Vantsis
ve ark., 1976). BD Virusu koyunlar arasinda dogal olarak oro-nasal yolla ve dikey
bulagsma yolu ile yayilir. Virus gebe koyun ve kegilerde kongenital anomalilere sebep
olur, ancak eriskinlerde akut form da gozlenebilmektedir. BD virusu koyunlarda
persiste enfeksiyonlara yol agabilir. Koyunlar sigirlardan bulasan BVD viruslari ile
de enfekte olabilirler. Hatta bazi iilkelerde siklikla BVD viruslari, BD viruslarindan

daha yaygin bir enfeksiyon nedenidir (Carlsson, 1991).

Sigirlarda bulunan pestiviruslar (BVDV) ise oldukca bulasicidirlar ve
cogunlukla bu virusa karsi duyarli olan siiriileri enfekte ederler. BVD virusu
Avrupa’da bazi sigir populasyonlarinda endemiktir ve bu konu ile ilgili miicadele
programlarinin olusturulmasina neden olmustur. Virusun populasyona girisi persiste

enfekte olan siirekli “tasiyic1” hayvana baghdir. Sigir populasyonlarmin genelinde,



tagiyict hayvanlarin prevalansi yaklasik %1 oranindadir. Persiste enfekte hayvanin
durumu ve idaresi, enfeksiyonun epidemiyolojisinde, bagisikligin gelismesinde ve
hastaligin siiriide olusmasinda kritik bir 6neme sahiptir (Kirkland ve Mackintosh,
2006).

Pestivirus enfeksiyonlarinin klinik formlari:
a) Akut Enfeksiyonlar
b) Fotal-Kongenital Enfeksiyonlar
c) Persiste Enfeksiyonlar (Persiste Viremi) seklinde gruplandirilabilir.

a) Akut Enfeksiyonlar

Akut enfekte koyunlarda yiiksek ates, siddetli ve uzun 16kopeni, istahsizlik,
konjuktivitis, burun akintisi, solunum giigliigli ve ishal gorilmektedir. Geng

hayvanlarda % 50 oraninda mortalite goriildiigii de bildirilmistir (Oguzoglu, 2008).

b) Fotal-Kongenital Enfeksiyonlar

BD ile enfekte gebe koyunlardaki pestivirus enfeksiyonlarinda; annede
bulunan virusun gebeligin herhangi doneminde transplasental yolla fetusa gegisi
cesitli klinik tablolarla sonug¢lanmaktadir. Enfeksiyonun eriskin disi hayvandaki seyri
subklinik ya da hafif belirtiler seklinde olmasina ragmen, olusturacagi sonuglar fetus
icin ciddi olmaktadir. Bu sonuglarin ciddiyeti, fotusun yasi ile yakindan ilgilidir.

Erken gebelik doneminde resorbsiyon, 6liim, erken abortlar gézlenebilmektedir.

Koyunlarda gebelik siiresi yaklasik 165 giin (5,5 ay) siirmektedir. Fotusta
immun sistemin gelismesi 60-80. giinlerde olmaktadir. Bu durum kecilerde 20
giinlik farklilik gosterir. Kegi fotuslarinda ise 80-100. giinlerde immun sistem
gelismektedir. Kiiciik ruminantlarda gebeligin ikinci aymnin sonlarina kadar olusan
enfeksiyonlarda virus transplasental olarak fotusa aktarildiinda bu donemde
merkezi sinir sistemi organlarmin gelisim dénemi olmasi sebebi ile nérotropik olan

pestiviruslar hedef organlarina giderek siddetli sinirsel semptomlara, 16komotor
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bozukluklara ve anormal iskelet olusumuna sebep olabilirler. Serebellar hipoplazi ve
displazi lezyonlarina sahip kuzularda korlikk dikkati ¢ekerken, hydranencephalie ve
porencephalie olgulari, nekrotizan yangidan kaynaklanmaktadir. Bu tiir yavrular
normalden zayif goriiniimli olabilirler ve dogum sonrasi erken donemde Olebilirler.
Sayet bu kuzular yasamlarimi siirdiirtirlerse, persiste enfekte olduklarindan Omiir
boyu virusu sagarlar ve tipki sigirlardaki MD’ye benzer semptomlar gostererek
yasamlariin bir doneminde mutlak surette Oliirler. Ge¢ gebelik doneminde yani
yaklasik tiglincii ayin sonlarinda enfekte olan ¢ogu koyun fotusu ise, normal ve
saglikli goriinimlii ve BD virusu olmadan dogabilirler, ancak bu hayvanlar BDV
antikorlarina sahiptirler (Schmeisser ve ark., 2011; Barlow ve Patterson, 1982).

Pestiviruslarla enfekte dogan kuzularda karakteristik patolojik degisikliklerin
¢ogu merkezi sinir sisteminde ve deride olusur. Merkezi sinir sistemi boyunca
myelin tabakasindaki bozukluk, demiyelinizasyon veya hipomyelinizasyon
seklindedir, ayrica retinal atrofi de gozlenebilmektedir (Terpstra, 1985; Trautwein ve
ark., 1986). BD’deki sinirsel belirtiler bu hastaligin en karakteristik 6zelligidir. On ve
arka bacak ekstremitelerinde anomaliler, arthrogryposis, ataksi ve tremorlar
gozlenebilmektedir. Kuzularin yapagilarinda melanin birikiminden kaynakli anormal
pigmentasyon (kahverengi ve siyah pigmentasyon), tiroid hipofonksiyonu sonucu kil
folikiillerinde olusan bozukluklar sonucunda yagli yapagi ya da normal ondulasinm
yitirmis kopek kili gériiniimiinde yapagi semptomlar: dikkat ¢ekici bulgulardandir.
Derideki ana kil folikiillerinde boyda uzama ve ikincil kil folikiillerinin sayisinda ise
azalma olur. Enfekte kuzular genelde biiylime ve gelisme geriligi gosterirler ve

siitten kesilme zamanindan 6nce oliirler (OIE, 2009).

c) Persiste Enfeksiyon (Persiste Viremi)

Immun sistemin olgun hale gelmesi ©6ncesinde olusan pestivirus
enfeksiyonlar: genellikle persiste viremi ile sonuglanir. Kii¢iikk ruminant fotuslar
antijenik uyaricilara karst ilk immun yanit1 165 giinliik toplam gebelik periyodunun
yaklasik 60-85. giinlerinde verebilirler. Bu fotuslar belirtilen gilinler 6ncesinde

olusabilecek enfeksiyonda Pestiviruslara kars1 immun tolerans
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gosterebileceklerinden, enfekte fotuslarda viral replikasyon kontrolsiizdiir, tiim
organlar bu durumdan etkilenebilir ve %50 oraninda f6tal 6liim olusabilmektedir.
Persiste enfekte dogan bireyler genellikle 2 yasina kadar zor erisebilirler. Tipik
olarak inflamatuvar reaksiyon yoktur ve siirekli olarak diger hayvanlar igin

enfeksiyon/virus kaynagidirlar (OIE, 2009).

Tip 1 ve Tip 2 BVD viruslar1 da kii¢iik ruminant tiirlerinde enfeksiyon
meydana getirdiginden g6z ardi edilmemesi gereken temel fark; olusturduklari
hastaligin siddetidir (Richey, 2004). Tip 2 BVD viruslart sigirlarda hemorajik
sendromdan sorumlu olduklar1 i¢in; koyunlarda da aymi tiirden bir enfeksiyon

meydana getirip getirmedigi halen arastirilmasi gereken bir konudur.

Koyunlarda persiste enfeksiyonun sonuglarindan birisi, sigirlardaki MD
benzeri olgudur. Ancak kegilerde persiste enfeksiyon bugiine dek bildirilmemistir
(Oguzoglu, 2008).

1.5. Pestivirus Enfeksiyonlarinda Capraz (Kros) Notralizasyon

Molekiiler karakterizasyon ¢alismalari ile tiplendirme yapilmaksizin ya da
virus izolasyonu olmaksizin, uygulanan serolojik ¢aligmalar ile de Pestivirus
enfeksiyonlarmin  ayirict  teshisi  miimkiindlir. ~ Ancak  bu  durumun
gergeklestirilebilmesi icin ¢apraz noétralizasyon konusu aydinliga kavusturulmalidir.
Bu nedenle yakin akraba viruslarin ¢oklu enfeksiyon riski sonucu koyun kan
serumlarinda, BDV suglari yan1 siwra BVDV suglarmin  da enfeksiyonu

degerlendirilmelidir.

Pestivirus enfeksiyonlarindan ilk olarak kii¢iik ruminantlarda tanimlanan BD
virusu, sigirlardaki BVD virusu ile antijenik yakinliga sahip oldugundan (Plant ve
ark., 1973); hem koyunlari hem de sigirlar1 enfekte edebildigi bilinmektedir
(Nettleton, 1987; Cranwell ve ark, 2007). Tiirler arasindaki yayilima diger bir 6rnek

ise sigirlardan koyun ve kegilere pestivirus nakli seklinde gosterilmistir (Loken,
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1995). Yapilan arastirmalar, koyunlarin ve kegilerin BD virus enfeksiyonu ile benzer
Klinik bulgulara neden olan BVDV-1 ve BVDV-2 ile de enfekte olabilecegini
kanmitlamigtir (Sullivan ve ark., 1997; Pratelli ve ark., 2001; Kim ve ark., 2006;
Valdazo ve ark., 2006; Schleiner ve ark., 2006). Anilan bu durumun tersi olarak,
enfekte koyunlarla birlikte tutulan sigirlara nakil sonrasinda BD viruslarindan
kaynakli persiste enfeksiyon gelisimi de bildirilmistir (Carlsson, 1991; Carlsson ve
Belak, 1994). Avusturya’da sigirlarin, pestivirus enfeksiyonlarinin koyun ve kegiler
arasinda yayilmasinda anahtar rol oynayabilecegi ve ayrica test edilen kiigiik
ruminantlarin %87’sinden fazlasinin agikga BVDV-1 susuna kars1 en yiiksek antikor
titrelerini sergiledigi goriilmistiir. Kalan %13’liikk kisimda bulunan antikorlar BDV
spesifik olarak siniflandirilmistir (Krametter-Froetscher ve ark., 2006; Krametter-
Froetscher ve ark., 2007). Hatta yapilan calismalarda koyun pestiviruslarinin
antijenik olarak BDV benzeri ve BVDV benzeri viruslar olarak iki alt gruba ait
oldugu bir siniflandirma da yapilmistir (Nettleton, 1987; Paton ve ark., 1991). Ayrica
BVDV-2 viruslarinin sadece sigirlarda degil (Pioz ve ark., 2007; Ridpath ve ark.,
1994), koyunlarda da bulundugu ortaya konulmustur (Becher ve ark., 1994; Sullivan
ve ark. 1997). Onceleri BD olarak adlandirilan kii¢iik ruminantlara ait pestivirus
izolatlarmin aslinda BVDV-2 alt tipinde olduklari da tespit edilmistir (Tautz ve ark.,
1997).

Duyarli sigirlarin, BD virusu ile persiste enfekte koyunlarla temastan sonra
serokonverte oldugu kanitlanmistir. Ayrica klinik olarak saglikli koyunlar persiste
enfekte sigirlar tarafindan da BDV-3 ile enfekte edilebilirler (Krametter-Froetscher
ve ark., 2008). Sigirlarla beraber otlatilan kegilerde de BVDV enfeksiyonu riski artar.
BVDV’nin sigirlardan kegilere gegme potansiyeli hakkinda yapilan caligmalarda,
kegilerde BVDV’den kaynakli abortlarin olustugu ve persiste enfekte sigirlarin
BVDV kaynagi oldugu bildirilmistir (Evermann ve Ridparth, 2002; Grooms, 2004).

Pestiviruslarin antijenik yakinliklari, enfeksiyonun baglamasindan sorumlu
viral ylizey reseptorlerinin spesifitesi ile iliskilendirilmistir. Ayrica reseptor
spesifitesinin hiicre kiiltiirlerinde yapilan pasajlar sonucunda degisebildigi bildirilmis
olup, 6rnegin CSFV ve BD viruslarinin konaklarin1 enfekte edebilmesinin spesifik

reseptorler varliginda miimkiin olabildigi belirlenmistir (Reagan ve ark., 1984).
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Koyun ve domuz hiicrelerindeki reseptorlerin teshisi ve aragtirilmasi, domuz
ve koyunlardaki ruminant pestivirus enfeksiyonlarmin daha da netlesmesinde biiyiik
rol oynamistir. Anilan reseptor spesifitesi konusunda BVDV izolatlar ile yapilan
calismalarda BVDV suglar1 arasinda “oOzel/” statiiye sahip olanlar sadece sigir
(bovine) hiicreleri igin baglanma reseptorlerine sahiplerken, “multipotent virus”
Ozelligine sahip olanlarki; bunlar koken aldiklar1 virustan farklilasarak diger tiirlere
de bulasabilme kabiliyetini kazanirlar. Bu baglamda ovine (koyun/ke¢i) ve/veya
porcine (domuz) kokenli hiicreleri de enfekte edebilecek reseptorleri de yapilarinda
bulundurabilirler (Liess ve Moennig, 1990). Bu reseptor benzerligi capraz bagisiklik
konusunda da Onemlidir. Zira enfeksiyon sonrasi olusan nétralizan antikorlarin
bovine/ovine/porcine kokenli viruslar ile tam ya da kismi notralizasyonu, bu ortak

reseptorlerden kaynaklanmaktadir.

Antikor molekiilleri plazma hiicrelerinden sentezlenen glikoproteinler olup,
spesifik antijen reseptorlerine baglanarak onlari nétralize ederler. Antikorlar bu
ozelliklerini benzer immunojenler lizerinde kismi olarak gosterdiklerinden dolayi,
yakin akraba olan pestivirus reseptorlerini de ayni prensiple tantyabilirler.
Pestiviruslarin immunojen proteinlerindeki bu benzerlik, ayirici tan1 sézkonusu
oldugunda 6nem kazanir ve hangi tiirden kaynakli enfeksiyon olusuyorsa indiiklenen
spesifik antikorlarin yoniinde pozitif bir ayrim ortaya ¢ikar. Dolayisiyla hangi
referenz virusa kars1 yiiksek antikor varlig belirleniyorsa, enfeksiyon referenz susun

dahil oldugu o gruptan kaynaklanir (Paton ve ark., 1995; Oguzoglu, 2002).

Pestivirus enfeksiyonlarinin serolojik ayirici tanisini kapsayan bu arastirma,
koyunlarda enfeksiyon meydana getirebilen ve ayn1 genusta bulunan BD ve BVDV
enfeksiyonlarin laboratuvar ayrimini konu almaktadir. Bu viruslar tiirler aras1 gegis
imkan1 bulduklarindan dolayr koyunlarda her iki virus tarafindan olusturulan
pestivirus enfeksiyonunun goriilmesi s6z konusudur. Ayni1 zamanda antijenik olarak
yakin akraba olan bu viruslara bagli olusan immun yanit, capraz bagisiklik
saglamaktadir. Koyunlardaki pestivirus enfeksiyonlarinin ayirici teshisinde, s6z
konusu etkenlere karsi saptanan antikor titrelerinin farklar1 biiylik 6nem arz

etmektedir. Nitekim gercek etiyolojik ajanin belirlenmesi i¢in serum notralizasyon
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titrelerine bakildiginda, her iki virusa (BVDV/BDV) kars1 olusan antikor yanitinin

yiiksek olani enfeksiy6z ajanin tanimlanmasinda dikkate alinir.

Bu calismada ¢esitli klinik bulgular bildirilen (abort, kongenital anomali, d6l
verimi diisiikligii ve yapagi kalitesinde bozukluk gibi) ve virolojik yonden pestivirus
enfeksiyonunun tespit edildigi iki koyun siiristinden es zamanli olarak alinmis olan
kan serumu 6rneklerinin BVDV ve BDV spesifik nétralizan antikor tespiti temeline
dayali testlerle (VNT ve NPLA) arastirilmasi, 6rneklenen populasyonda BVDV ve
BDV enfeksiyonu varligi/yayginliginin belirlenmesi ve orneklenen hayvanlarda
pestivirus enfeksiyonlarimin ayirict  tanist  amaglanmustir.  Ayrica  pestivirus
enfeksiyonlarmin (BVD ve BD) serolojik ayirict tanisinda antikor titresi

farkliliklarinda oransal referenz deger sorgulanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Serum Ornekleri

Calismanin materyalini iki koyunculuk isletmesinden Anabilim Dalina
gonderilen saha serumlar1 olusturmaktadir. Bu iki isletmenin ge¢misinde pestivirus
enfeksiyonu varligi tespit edilmistir. Bu amagla EDTA’l1 kan 6rneklerinde Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) teknigi, Vilcek ve ark.’nin
(1997) bildirdigi metoda gore kullanilarak, panpesti generik primerler yardimiyla
virolojik yonden yapilan Kkontrollerde pestivirus niikleik asiti saptanmustir. Tez
materyali olarak her isletmeden 150’ser koyun kan serumu segilerek Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali laboratuvarinda —20°C’lik
derin dondurucuda stoklandi. Toplam 300 adet koyun serumu, serolojik testlerde
kullanilmadan 6nce 56°C’de 30 dakika tutularak inaktive edildi ve ndtralizasyon

testlerine hazir hale getirildi.

2.1.2. Virus ve Hiuicre Kiiltirleri

Referenz virus olarak BVDV enfeksiyonu igin NADL ve BDV enfeksiyonu
icin Moredun suslar1 secildi. Referenz viruslar, Almanya Hannover Veteriner
Universitesi Viroloji Enstitiisiine bagli Avrupa Domuz Vebasi Referenz
Laboratuvarindan bilimsel ¢alismalarda kullanilmak amaciyla izinli olarak temin
edilmistir. Referenz viruslardan NADL susunun {iretimi i¢in Anabilim Dali

laboratuvarinda {iretilmis ve pestivirus enfeksiyonu yoniinden negatif oldugu
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belirlenen Bovine Turbinata hiicre kiiltiirii, Madine Darby Bovine Kidney (MDBK)
devaml1 hiicre kiiltiirii ve Moredun susunun tiretimi i¢in Sheep Foetal Thymus (SFT-
R, Insel Riems, Kat. No: CCLV-RIE-43) kullanildi.

2.1.3. Fotal Dana Serumu

Testlerde kullanilacak referenz Viruslarin {retilmesinde ihtiya¢ duyulan
hiicrelerin seri pasajlarinin yapilmasinda, ticari olarak temin edilen ve pestivirus
yoniinden negatif oldugu yapilan testlerle teyit edilen fotal dana serumu (FDS)
(PAA, Cat No. A15-649) kullanildi.

2.1.4. Konjugat

Moredun susunun titrasyonunda ve notralizasyon (Notralizan Peroksidaz
Linked Antibody- NPLA) testinde Almanya Hannover Veteriner Yiiksek Okulu’ndan
saglanan peroksidaz enzimi ile isaretli pestivirus poliklonal antikorlarindan

hazirlanan konjugat kullanildi.
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2.2. YONTEM

2.2.1. Referenz Viruslarin Uretimi

Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan referenz viruslarn (NADL ve
Moredun) iretilmesi amaciyla 25 cm® lik hiicre kiiltiirii sigelerinde pestivirus
enfeksiyonu yoniinden negatif oldugu bilinen Bovine Turbinata ve SFT-R hiicreleri
50.000 hiicre/ml yogunlukta pasajlandi. Bir giin sonra, uygun yogunlukta ve
monolayer olarak tabakalanmis oldugu invert 151k mikroskobunda tespit edilen hiicre
kiiltiirlerine s6z konusu viruslar, adsorbsiyonlu metotla inokule edildi. NADL susu
sitopatojen etkiyi ii¢ giinlik inkubasyon sonrasinda gosterdi. Ilk pasaji Bovine
Turbinata hiicre kiiltiiriinde yapilan BVDV referenz virusu NADL, ii¢ kor pasaj
sonunda devamli hiicre kiiltiiriine (MDBK) adapte edildi. Inkubasyon periyodunda
her giin mikroskobik kontrolleri yapilan referenz viruslardan nonsitopatojen
Moredun susu ile enfekte olan hiicre kiiltiirleri inokulasyonu izleyen besinci giiniin
sonunda toplandi. Hiicre kiiltiirleri -20°C* de dondurulup ¢oziildiikten sonra, tiim
pasaj sivist +4°C’de 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, hiicre
pelletinden ayrildiktan sonra 0,5 ml hacimde porsiyonlanarak titrasyon testinde

kullanilmak tizere -80°C’ de donduruldu.

2.2.2. Titrasyon

Viruslar Doku Kiiltiirii Enfektif Doz 50 (DKIDsp) degerlerinin hesaplanmasi
amaciyla Frey ve Liess’in (1971) bildirdigi metoda gore mikro titrasyon testine tabii
tutuldu. Bu amagla logip’a gore bir seri sulandirmasi yapilan viruslar mikrotitrasyon
tabletlerine her gézde 100’er pul olacak sekilde tasindi ve iizerlerine ml’de 300.000

canli hiicre igeren siispansiyondan 50’ser ul ilave edildi. Sitopatojen NADL susunun
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titrasyonu hesaplanirken cpe degerlendirmesi dikkate alindi. Sitopatojen olmayan
Moredun susunun titresi ise Hyera ve ark.’min (1987) bildirdigi Peroksidaz Bagh

Antikor Boyama (PLA) teknigi kullanilarak belirlendi.

Bulunan sonuglara gore virus titresi Spearmann - Kérber (Thrusfield, 2005)

metoduna gore hesaplandi.

2.2.3. Peroksidaz Bagh Antikor Boyama (PLA) Teknigi

Tabletler gozlerindeki sivilar bosaltildiktan sonra 80°C’ye ayarlanan fikzatoérde 4
saat boyunca bekletildi. Ardindan Tween-20’li PBS soliisyonu igerisinde titresi
oraninda (1:50) sulandirilan konjugattan her goze 50 pul hacimde ilave edildi. Bir saat
oda 1sisinda karanlik ortamda galkalayicida inkube edilen tabletlerin iglerindeki
stvilar dokiildiikten sonra hiicre yiizeyleri PBS ile ii¢ kere yikandi. Boyama amaciyla
Amino Ethil Carbazol (AEC) ve Dimethil-Formamid (DMF) substrat olarak
kullanildi. Substrat sodyum asetat buffer (4,7 ml) icinde 0,3 ml AEC + DMF karigimi
ve katalizor olarak 150ul Hidrojen peroksit (H2O2) seklinde hazirlandi ve 50 pl
hacminde tablet gozlerine koyuldu. Calkalayici iizerinde 20 dakika bekletildikten
sonra 1/3’liikk PBS ile reaksiyon durduruldu ve boyama sona erdirildi. Hiicresel

boyanmalar mikroskop yardimiyla degerlendirildi.

2.2.4. Notralizasyon
2.2.4.1. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

Koyun kan serumu ornekleri (toplam 300 adet) her numuneden iki g6z olmak
tizere 1/5 oraninda sulandirilmis olarak (10 mikrolitre (ul) kan serumu + 40ul
Dulbecco MEM = toplam 50°ser pl) 96 gozlii mikro tabletlere konuldu. 100DKIDsg
oraninda sulandirilan NADL referenz virusu serum sulandirmalarinin istiine esit
miktarda (50ul) aktarildi. Bir saat 37°C’de inkubasyonu takiben ml’de 300.000 canli
hiicre olacak sekilde hazirlanan MDBK hiicresi tabletlere 50ul hacimde ilave edildi.
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Virus kontrol (testte kullanilan virus sulandirmasi ve 10 kathi geriye
sulandirmalarindan her gézde 100’er ul) ve hiicre kontrol (100 ul sulandirma sivisi)
gozleri hazirlandi. Virus kontrol gézlerinin hazirlanmasinda geriye titrasyon teknigi
kullanildi. Her giin mikroskobik kontrollerin yapilmasini takiben virus kontroliin
10?lik geriye titrasyonunda %50 cpe goriildiikten sonra test degerlendirildi. Test
sonucunda NADL referenz susuna karsi notralizan antikor varligi saptanan serum

ornekleri SNsp testi i¢in ayrildi.

2.2.4.2. Notralizasyon Immunperoksidaz Teknigi (NPLA)

Sitopatojen olmayan Moredun susu igin Hyera ve ark. (1987)’nin bildirdigi
yontemle Notralizasyon Immunperoksidaz teknigi (Neutralizing Peroxidase-Linked
Antibody Assay-NPLA) kullanilarak nétralizasyon testi gergeklestirildi. Koyun kan
serumu Ornekleri (toplam 300 adet) her numuneden iki gz olmak iizere 1/5 oraninda
sulandirilmis olarak (10 mikrolitre (pl) kan serumu + 40ul Dulbecco MEM = toplam
50°ser ul) 96 gozli mikro tabletlere aktarildi. 100DKIDsy oraninda sulandirilan
Moredun referenz susu serum sulandirmalarimin tizerine esit miktarda (50pul)
konuldu. Bir saat 37°C’de inkubasyonu takiben ml’de 300.000 hiicre olacak sekilde
hazirlanan SFT-R hiicresi tablet gozlerine 50ul hacimde ilave edildi. VNT de
bildirildigi gibi virus kontrol ve hiicre kontrol gozleri hazirlandi. Bes giinlik
inkubasyonu takiben boyama islemine gegildi. PLA teknigi kullanilarak boyanan
tabletlerde mikroskopta yapilan degerlendirme sonrasinda antikor varligi saptanan

ornekler SN testi i¢in ayrildi.

2.2.5. Pozitif Serumlarda Serum Nétralizasyon 5o (SNsp) Degerinin Tespiti

Virus nétralizasyon ve NPLA testlerinin sonucunda NADL ve Moredun suslarina
kars1 antikor varhigi tespit edilen serum ornekleri, antikor titrelerinin belirlenmesi
amaciyla Serum noétralizasyon testine (SNsp) tabi tutuldu. Bu amagla NADL’e ve

Moredun’a kars1 antikor bulunduran serum oOrneklerinin, her ornekten iki goz
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kullanilmak tizere 6 basamakli sulandirma (1/5-1/160) yapildi. Tabletler dik tutularak
her tablette 8 Ornek islendi ve Dulbecco MEM igerisinde 50ul’lik serum
sulandirmalar1 tizerine, 100DKIDsp oraninda sulandirilan viruslar her gézde 50 pl
olacak sekilde tiim tablete eklendi. Tiim antikor pozitif serum 6rnekleri hem NADL
hem de Moredun referenz suslarina karsi test edildi. Tiim tabletler %5 CO,’ li etiivde
37°C’ de 1 saat bekletildi. Inkubasyon sonunda etiivden alman tabletlerin tiim
gozlerine 300.000 hiicre/ml konsantrasyondaki hiicre siispansiyonundan 50’ser pl
konuldu. Testlerde NADL igin bovine turbinata, Moredun i¢in SFT-R hiicreleri
kullanildi. Virus kontrol ve hiicre kontrol gozleri hazirlandi. Virus kontrol gozlerinin

hazirlanmasinda geriye titrasyon teknigi kullanildi.

NADL’e karsi SNsy Degerlendirmesi: Her glin mikroskobik kontrollerin
yapilmasini takiben virus kontrolin 10%’lik geriye titrasyonunda %50 CPE

goriildiikten sonra test degerlendirildi.

Moredun’a karsi SN50 Degerlendirmesi: 2.2.4.2.°de bildirilen NPLA teknigi

kullanilarak yapilan boyama sonrasinda test degerlendirildi.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programinda yapildi
Tanimlayici istatistikler denek sayist ve (%) seklinde gosterildi. Serum 6rneklerinde
VNT ve NPLA yontemlerine gére BDV antikorlar1 yoniinden BVDV antikorlarinin
dagilimimin uyumluluk diizeyi Kappa Katsayis1 hesaplanarak degerlendirildi. Kappa
katsayist <0 ise hi¢ uyusma olmadigi, 0.0-0.20 ise 6nemsiz uyusma oldugu, 0.21-
0.40 ise orta derecede uyusma oldugu, 0.41-0.60 ise ekseriyetle uyusma oldugu,
0.61-0.80 ise 6nemli derecede uyusma oldugu, 0.81-1.00 ise neredeyse miikemmel
uyusma oldugu kabul edilmistirr VNT ve NPLA yontemlerinin antikor titresi
yoniinden deneklerin siniflanmasindaki tanisal performanslarint incelemek amaciyla

duyarlilik, secicilik, pozitif ve negatif tahmini degerler ve tanisal dogruluk oranlar
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hesaplandi. Verilerin degerlendirilmesinde Pearson’un Ki-Kare testi kullanild.
p<0.05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ayrica BVDV ve BDV
referenz viruslar1 kullanilarak elde edilen antikor titreleri istatistiki olarak (T testi)

onemlilik agisindan degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Viruslarm Uygun Hiicre Kiiltiirlerinde Uretilmesi ve Enfeksiyozite

Giiclerinin Tespiti

Moredun ve NADL viruslar titrasyon ve diger serolojik testlerde kullanilmak
tizere uygun hiicre kiiltiirlerinde iretildi. Moredun virusu i¢in Sheep Foetal Thymus
(SFT-R, Insel Riems, Kat. No: CCLV-RIE-43) hiicre kiiltiirii (Sekil 3.1.3), NADL
virusunun ilk pasaji i¢in Anabilim Dali laboratuvarinda iiretilmis ve pestivirus
enfeksiyonu yoniinden negatif olan Bovine Turbinata primer hiicre kiiltiirii kullanilda.
NADL virusu primer hiicre kiiltirii pasajinin ardindan MDBK devamli hiicre
kiiltiriine adapte edilerek kullanildi (Sekil 3.1.1).Viruslarin iireme kontrolleri NADL
icin CPE gozlenerek (Sekil 3.1.2) ve Moredun i¢in PLA teknigi ile yapilan
boyamalar sonucunda (Sekil 3.1.4) gergeklestirildi.

NADL referenz susunun iiretiminde 5’er giinliik inkubasyon periyodunda
MDBK hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan {i¢ kor pasaj, her giin doku kiiltiirii
mikroskobunda takip edildi. Uciincii kor pasajin inokulasyonu takip eden 100.
saatinde %85 CPE tespiti yapilarak enfekte hiicreler -80°C’de donduruldu.

Moredun referenz susu SFT-R devamli hiicre kiiltiiriinde 5’er giinliik

inkubasyon periyodunda tutularak ii¢ kere pasajlandi.

Hiicre kiiltiiriinde pasajlar1 yapilan Moredun ve NADL referenz suslar

titrasyona tabii tutuldu. Enfeksiyozite degerleri Spearmann - Kérber metodu
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kullanilarak Moredun susu igin DKID502105/0,1m|, NADL susu igin ise
DKIDso=10%°/0,1ml olarak belirlendi.

Sekil 3.1.1 NADL susunun {retildigi MDBK hiicre kiiltiiri goriintiisii (X400) (negatif
kontrol).

Sekil 3.1.2 NADL susunun meydana getirdigi cpe goriintiisii (X400).
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Sekil 3.1.3 Moredun susunun tiretildigi SFT-R hiicre kiiltirli gorintisii (X400) (negatif
kontrol).

Sekil 3.1.4 Moredun susu i¢in yapilan PLA boyama goriintiisti (X200).
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3.2. Serolojik Bulgular

3.2.1. VNT ve NPLA Testi ile Koyun Serumlarimin Seropozitiflik Oraninin
Tespiti

Yapilan tiim serolojik testlerin bireysel sonuglart Ek-1’de sunulmustur.
Notralizasyon testleri ile referenz viruslara karsi antikor yoniinden test edilen toplam
300 adet koyun serum Orneginde Moredun virusu i¢in toplam 180 &rnek, NADL
virusu i¢in ise 129 o6rnek pozitif bulundu. Buna gore NADL susuna karsit %43
seropozitiflik orani, Moredun susuna kars1 %60 seropozitiflik orani oldugu belirlendi
(Cizelge 3.2.1).

Cizelge 3.2.1 Serum orneklerinde BDV antikorlar1 yoniinden BVDV pozitif ve BVDV
negatif 6rneklerin dagilimu.

VNT
k Katsayis1  p-degeri
BVDV (-) BVDV (+) Toplam
NPLA 0.591 <0.001
BDV (-) 114 (%38,0) 6 (%2,0) 120 (%40,0)
BDV (+) 57 (%19,0) 123 (%41,0) 180 (%60,0)
Toplam 171 (%57,0) 129 (%43,0) 300(%100,0)

3.2.2. Pozitif Koyun Serumlarinda SNs Testi Bulgular:

Referenz viruslara karsi antikor tespit edilen serum Orneklerinin SNso testi ile
hesaplanan antikor degerleri EK -1’de sunulmustur. Moredun ve NADL viruslarina
karst hem test edilen tiim serum Orneklerinde ve hem de isletmeler bazinda tespit
edilen seropozitiflik oranlar ¢izelge (Cizelge 3.2.2, Cizelge 3.2.3) ve sekillerde
(Sekil 3.2.1) verilmistir. Bu tez ¢alismasinda 80 adet pozitif koyun serumunda 1:80-
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1:120’lik sulandirmalarda BDV antikor titresi tespit edilmis olup (Cizelge 3.2.3),
bunlardan 69’unda BVDV yoniinden antikorlarin ya negatif (n=7) ya da SNsg
degerlerinin 1:80 titreden daha diisiik (n=62) oldugu gézlenmistir. Her iki isletmenin
pozitif Orneklerindeki SNsg antikor titrelerinin BDV enfeksiyonu yoniinde 1:80-

1:120’1ik sulandirmalar arasinda yogun olarak dagildigi (%86,25) tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2.3 Pozitiflik saptanan

antikorlarimin SNsy dagilimi.

serumlarda

BDV antikorlar

28

yoniinden BVDV

VNT
degerleri 1 75990  |300790 |80.0-1200 | 121->160.0 | BVDV ()
NPLA | 75290 1 1 0 0 29
30.079.0 | 15 7 0 0 21
80.0-120.0 | 26 36 10 1 7
12151600 | 0 7 4 15 0
BDV () 4 2 0 0 114
140
120
5 100
3 28 N mNPLA7.5-29.0
E R 36 = | mNPLA30.079.0
20 1 412 104 = . i NPLA 80.0-120.0
0 J._ SE—— . L - N
o =) o o BmNPLA121-2160.0
% 2 S 2
3 3 S e NPLA BVDV (-)
~ = g S
© 5
VNT

Sekil 3.2.1 Cizelge 3.2.3.’de verilen degerlerin grafik olarak gosterimi.

Test sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi amaciyla modellemeler
yapilmistir (Cizelge 3.2.4, Cizelge 3.2.5). Ayirici teshiste kullanilan serolojik
testlerin her ikisi de (NPLA ve VNT) pestivirus enfeksiyonlarinin tanisinda
kullanilan “gold” testlerdir. Biri (NPLA) nonsitopatojen (Moredun), digeri (VNT)
sitopatojen (NADL) referenz suslar icin tercih edilerek kullanilmigtir. Bu sebeple
birbirlerine kars1 duyarlilik, Secicilik ve dogruluk oranlarinin belirlenmesinde; bu
ikiliden her biri tek basina “gold test” kabul edilmek suretiyle istatistiksel olarak
degerlendirilmeye alinmistir. Yapilan modellemelerden birincisinde VNT igin

BVDV (-) ve BVDV (+) olarak NPLA iginse BDV (-) ve BDV (+) olarak serum
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ornekleri ikiye ayrilarak yontemlerin tanisal performansi incelenmistir. Ayrica VNT
gold standart olarak kabul edildiginde hastalik tespit edilenlerle hastalik tespit
edilmeyenleri ayirt etmede NPLA’nmin duyarliligi, segiciligi, pozitif ve negatif
tahmini degerleri ve dogruluk oranlari hesaplanmistir. NPLA gold standart olarak
kabul edildiginde hastalik tespit edilenlerle hastalik tespit edilmeyenleri ayirt etmede
VNT’nin duyarliligi, seciciligi, pozitif ve negatif tahmini degerleri ve dogruluk

oranlar1 hesaplanmustir.

VNT gold olarak kabul edildiginde NPLA’nin duyarlilig1 (sensitivite) %95,3
olarak tespit edilirken (Cizelge 3.2.4), NPLA gold test olarak kabul edildiginde
VNT’nin segiciligi (spesifite) %95 olarak (Cizelge 3.2.5) bulunmustur. Her iki testle

elde edilen sonuglar anlamli bulunmustur (p<0.001).
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3.3. isletmeler bazinda pozitiflik oranlarinin degerlendirilmesi

Birinci isletmede toplam 64 kan serumu BDV antikorlar1 yoniinden negatif
olmasina karsin, bunlardan 58 kan serumu hem BDV hem de BVDV antikorlar
yoniinden negatif olarak bulunmustur (Sekil 3.3.1). Kan serumlarindan 6 adedinde
sadece BVDV antikorlar1 yoniinden pozitiflik tespit edilirken, pozitif 6rneklerde
SN titrelerine bakildiginda g¢ogunlukla BDV enfeksiyonu yoniinde yiikseklik
gozlenmistir. Pozitiflik tespit edilen koyun serumlarinda SNsp oranlarma gore

NPLA/VNT testi sonuglariin dagilimi Sekil 3.3.2°de goriilmektedir.

Bu sonuglara gore; Pestivirus enfeksiyonlarindan BVDV nin bu isletmede tek
basina enfeksiyondan sorumlu olmadigi, BDV ile birlikte seyrettigi ve isletme i¢in
miks bir enfeksiyon varligimin sézkonusu oldugu tespit edilmistir. Ayrica SNsg
antikor titre sonuglarmma gore, bireysel olarak her hayvanin hangi enfeksiyon

yoniinden pozitif oldugu belirlenmistir.

60
50
Z
> 40
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Sekil 3.3.1 Birinci isletmedeki antikor pozitif serum 6rneklerinin SNsy degerlerinin BDV ve
BVDV enfeksiyonlart yoniinden dagilima.
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Sekil 3.3.2 Birinci isletmede pozitiflik tespit edilen koyun serumlarinda SNs, antikor
titrelerine géore NPLA/VNT testi sonuglariin sayisal olarak dagilimi.

Ikinci isletmeden alinan kan serumlarinda da hem BVDV hem BDV
enfeksiyonlar1 yoniinden pozitiflik tespit edilmis olup, 56 kan serumunda hem BDV
hem de BVDV yoniinden antikor tespit edilmemistir (Sekil 3.3.3). Enfeksiyonun
tanis1 yoniinden SNso antikor titreleri arastirildiginda bu isletme i¢in BDV
enfeksiyonunun tek basina varligindan s6z etmek miimkiin olmaktadir. Bazi
serumlarda her iki enfeksiyon yoniinden esit antikor titresi bulunurken, biiyiik bir
cogunlugunda ise BDV yoniinde en az 2 basamak antikor titresi yiiksekligi
belirlenmistir. SNsp oranlari tespit edilen koyun serumlarinda NPLA/VNT testi

sonuglarmin dagilimi Sekil 3.3.4°de gosterilmistir.
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Sekil 3.3.3 ikinci isletmedeki antikor pozitif serum drneklerinin SNs; degerlerinin BDV ve

BVDV enfeksiyonlar1 yoniinden dagilima.
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Sekil 3.3.4 Ikinci isletmede pozitiflik tespit edilen koyun serumlarinda SNs, antikor
titrelerine gére NPLA/VNT testi sonug¢lariin sayisal olarak dagilimi.
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4. TARTISMA

Tim diinyada ve iilkemizde kiiclikbas hayvan siiriilerinde yaygin olan
pestivirus enfeksiyonlari, meydana getirdigi ekonomik kayiplar nedeniyle 6nem arz
etmektedir. Ulkemiz hayvanciligmin son yillarda yasadigi sikintilarin temelinde
isletmelerdeki enfeksiydz hastaliklardan dogan hayvan kayiplari, yasama giicli
yiiksek yavru alamama ve dol verimliligi sorunlar1 bulunmaktadir. Giderek azalan
hayvan sayisinin arzu edilen diizeylere getirilebilmesi/artirilabilmesi i¢in hayvan
ithalat1 yerine, lilkede mevcut bulunan irklarin 1slah1 ve 6zellikle dol verimliligine
direkt etki edebilen mikrobiyel etkenlerin siiriilerden eliminasyonunun hedef

edinilmesi dikkate alinmasi gereken bir durumdur.

Ozellikle OIE’nin (2009) o6nerisi ile Avrupa’da pestivirus enfeksiyonlarinin
teshisinde notralizasyon testi kullanilarak serolojik ayirici teshise gidilmesi, referenz
laboratuarlarin siklikla kullandig1 bir yontemdir. Tirkiye’de ise virus nétralizasyon
testine dayali serolojik ayirict teshis, rutin tam1 metodu olarak siklikla
kullanilmamakla birlikte, pestiviruslarla ilgili epidemiyolojik aragtirmalarin temelini
olusturmaktadir. Tiirkiye’de Pestivirus enfeksiyonlarinin  kiigiikbas hayvan
stiriilerinde varligina dair Burgu ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir arastirmada,
gebe koyunlarda ve post partum zamanda BVDV’ye karsi sirasiyla %25 ve %21,5
seropozitiflik tespit edilmistir. 2004-2007 yillar1 arasinda (Oguzoglu ve ark., 2009)
sahadan elde edilen toplam 1036 adet koyun ve keg¢i kan serumu o&rneklerinde
yapilan notralizasyon testi sonuglarina goére; BVDV’ye karsi yiiksek oranda
seropozitiflik  (isletmeler bazinda degisen oranlar %62,67-%91,96), BDV
enfeksiyonu yoniinden spesifik antikor ELISA testi ile %77,67’lik oranda
seropozitiflik belirlenmis ve izole edilen iki virus BDV olarak identifiye edilmistir.
Keci kan serumlarinda yapilan diger bir calismada (Ataseven ve ark., 2006) ise

BVDV’ye kars1 %30,2, BDV’ye kars1 %63,6 seropozitiflik tespit edilmistir.
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Bu ¢alismada iki koyunculuk isletmesinden elde edilmis 300 adet koyun kan
serumu o6rnegi BVDV ve BD enfeksiyonlari yoniinden serolojik olarak kontrol
edilmis ve koyunlar arasinda toplam seropozitiflik oranlarina bakildiginda (Cizelge
3.2.1) BD viruslari ile olusan pestivirus enfeksiyonlarinin (180/300, %60) BVDV ile
olusturulan enfeksiyonlara (129/300, %43) gore daha yaygin oldugu tespit edildi.
Test edilen 300 adet koyun kan serumunda her iki pestivirusa karsi (BVDV ve BDV)
ortak antikor varligi (123/300, %41) da belirlendi. Elde edilen sonuglar, iilkemizde
yapilan {i¢ arastirma ile de uyumlu olup, pestivirus enfeksiyonlarmin kiiciikbas

hayvancilik isletmelerinde yaygin oldugunu gostermektedir.

Pestivirus enfeksiyonlarinin serolojik ayirici tanisinda, koyunlarda enfeksiyon
meydana getirebilen yakin akraba Border Disease virus (BDV) ve Bovine Virus
Diarrhoea virus (BVDV) enfeksiyonlarinin laboratuvar ayrimi 6énemli bir husustur.
Anilan bu viruslar hem tiirler arasi geg¢is imkani1 bulduklarindan ve hem de antijenik
olarak yakin akraba olduklarindan, bu viruslara bagl olusan immun yanit ¢apraz
bagisiklik vermektedir. Olusan bu c¢apraz bagisiklik tanisal metodlarla ayirt
edilebilmektedir ve ayirici teshiste tespit edilen antikor titrelerinin farkliliklar: biiyiik
onem arz etmektedir. Nitekim gercek etiyolojik ajanin belirlenmesi i¢in serumdaki
notralizan antikor titrelerine bakildiginda, her iki virusa (BVDV/BDV) karsi olusan
antikor yanitin yiiksek olani enfeksiydz ajanin tanimlanmasinda dikkate alinmaktadir
(OIE, 2009).

Ataseven ve ark. (2006) iki farkli keci isletmesinden aldiklar1 kan serumu
orneklerinde BVDV ve BDV’ye karst nétralizasyon testleri ile gerceklestirdikleri
calismada, BVDV’ye kars1 bulduklart antikor pozitiflik oranlarimin ¢apraz
reaksiyondan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Zira anilan bu ¢alismada antikor
titrelerinin  tespiti yapilmamis, sadece seropozitiflik orani verilmistir. Ayrica
asillanmamis hayvanlardaki yiiksek diizeyde BVDV ve BDV seropozitifliginin tespiti
dogal enfeksiyonun varligina igaret olarak bildirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan

koyun kan serumlari iki isletmeden kdken almakta idi ve her iki isletmede de
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Pestivirus notralizan antikor varligi yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, asilanmamis
olan bu isletmelerdeki koyunlarda pestivirus enfeksiyonunun varligma isaret
etmektedir. Ayn1 zamanda pestivirus enfeksiyonu pozitifligi tespit edilen bu
isletmelerdeki enfeksiyonun hangi virustan kaynaklandigi konusu da aydinlatilarak

ayirici teshis yapilmasi s6z konusu olmustur.

Notralizasyon testlerinin duyarliliklarinin karsilagtirildig: bir diger ¢alismada
(Cabalar ve Karaoglu, 1999) sigir serumlarinda BVDV’ye karsit yliksek oranda
seropozitiflik saptanirken, NPLA testinin Notralizasyon testine gore daha duyarli ve
hizli bir yontem oldugu bildirilmis, NPLA’nin uygulama olanagt olmadig
durumlarda Néotralizasyon testine basvurulmasi Onerilmistir. Ancak anilan bu
calismada SNso antikor titreleri karsilagtirllmamistir. Tez calismasinda kullanilan
VNT ve NPLA testleri arasinda T-testi kullanilarak yapilan analiz sonuglarina gore;
istatistiksel agidan her iki test ile gerceklestirilen SNsg 0l¢limleri arasinda anlamli bir
farklilik (p<0.001) bulunmustur. Buna gore; NPLA testinin VNT’ ye oranla daha
duyarli bir test oldugu belirlenmistir. Fakat bu testin saglikli sekilde yapilabilmesini
zorlastiran hususlardan; poliklonal serumdan hazirlanmis konjugatlarin temini ve
deneyimli bir laboratuar ekipman ve personelinin gerekliligi konulari akildan
cikarilmamalidir. NPLA ve VNT kullanilarak yapilan SNso antikor titrelerinin
karsilastirilmas1 ile tim serum Orneklerinin bireysel olarak tanisal anlamda
degerlendirilmesi imkani1 ortaya c¢ikmistir. Boylelikle hem hangi virus
enfeksiyonunun siiriide yaygin oldugu ve hem de bireysel olarak hangi hayvanin

hangi etkenle enfekte oldugu tespit edilebilmistir.

Gergeklestirilen bu c¢alisma ile koyunlarda pestivirus enfeksiyonlarinin
(BVDV, BDV) teshisinde referenz laboratuarlarda kullanimi uygun olan serolojik
tekniklerin karsilastirmasi ve pestivirus enfeksiyonlarina karsi olusan immun yanit
sorgulanmistir. Laboratuvar teshisi i¢in primer hiicrelerin kullanimi; emek, tecriibe
ve donanim gerektiren bir durumdur. Ayrica primer hiicre kiiltiirlerinin sinirh sayida
pasajlar1 yapilabilmektedir. Bu nedenle devamli hiicre kiiltiirlerinin kullanimina
dayali nétralizasyon testlerinin tercih edilmesi sézkonusu olmaktadir. Bu nedenle
BVDV referenz virusu NADL MDBK hiicre kiiltiirine, BD referenz virusu
MOREDUN ise SFTR hiicre kiiltiiriine adapte edilerek kullanilmistir.
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Avrupa Domuz Vebasi (CSFV) ile yasal miicadele tedbirlerinin agiklandigi
bir ¢alismada (Neukirch, 1980) BVDV ve CSFV virusu kullanilarak domuzlardan
aliman saha serumlarinda nétralizan antikorlarin karsilastirilmasi yolu ile yapilan
testlerde; >1:40 antikor titresi tespitinde biiyiik olasilikla domuzlarda CSFV
enfeksiyonundan bahsetmek miimkiinken, <1:40 antikor titreleri tespitinde BVDV ile
enfeksiyonu cagristirdigi ifade edilmistir. Bu nedenle domuz serumlarinda yapilan
rutin taramalarda “sinir titre degeri” olarak 1:40 belirlenmis, gercek negatifligin
olmadig1 siipheli durumlarda ayirict teshis i¢in karar verebilmek adina, domuz
serumlarinda BVDV antikorlarinin 1:5-<1:40 arasinda olmasina dikkat edilmesi
gerektigi bildirilmistir. Almanya’da koyun ve domuzlarin birlikte tutuldugu bir
isletmede domuzlardan bir pestivirusun tespitinin yapildigi bir bagka c¢aligmada
(Oguzoglu ve ark., 2001), nétralizasyon testi kullanilarak ayni isletmeden alinan
koyun kan serumlar1 farkli pestiviruslara ve yeni izolata kars1 test edilmis ve yeni
izolata karsi koyun kan serumlarinda nétralizan antikor titrelerinin oldukga yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayrica CSFV referenz susu Alfort-187 ve BVDYV suslari ile
diisiik dlizeyde capraz reaksiyon tespiti yapilmis, BDV susu Moredun’un bu
antikorlar1 agik¢a tanidigi bildirilmistir. Ruminant pestiviruslarinin nétralizasyon
testi temeline dayali immunojenik varyasyonlarinin tespitinin yapildigi bir diger
calismada (Patel ve ark., 2005) 9 sigir BVDV 1, BVDV 2 ve BDV viruslar ile
deneysel enfekte edilmis, kan serumlarinda homolog ve heterolog suslara karsi
nétralizan antikor titreleri arastirilmis, sonucta hastaliklara karsi asilamada
kullanilmak iizere secilecek susun 6nemi iizerinde durulmustur. Gerg¢i bu ¢alismada
notralizan antikorlarin olusumundan sorumlu olan E2 epitopu arastirilmamis olmakla
birlikte, BVDV 1 ve 2 suslartyla transplasental enfeksiyona karsi as1 kosullu ¢apraz
korunma saglanmasinda ¢apraz ndtralizasyon aktivitesindeki varyasyonlarin etkisi
oldugu iizerinde durulmustur. Japonya’da kiiclik ruminant siiriilerinde BDV
enfeksiyonuna dair ilk epidemiyolojik verilerin sunuldugu bir c¢alismada
(Giangaspero ve ark., 2011), isletmelerden klinik bulgu bildirilmeksizin ve virus
izolasyonu yapilmaksizin serolojik verilere dayali olarak virus sirkiilasyonunun
oldugu tespit edilmis, %17,6’lik bir BDV antikoru varligi yani sira sigircilik

isletmesinde beslenen bir koyundan alinan sadece 1 serum 6rneginde BDV’ye karsi
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antikor negatifken ayn1 6rnekte BVDV’ye karst 1:256’lik bir antikor titresi tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada BDV’ye kars1 kros antikor titrelerinin 20 ila >40 arasinda
oldugu bildirilmistir. Yukarida adi gegen sigir, koyun ve domuzlardaki pestivirus
enfeksiyonlarinin konu oldugu tiim calismalar ile bu tezde kullanilan serumlardan
elde edilen antikor titreleri arasinda bir sebep-sonug iliskisi kuruldugunda; BVDV ve
BDV enfeksiyonlarinin koyunlarda ayirict teshisi konusunda ayni tiirden (ruminant)
gelmeleri sebebiyle daha yiiksek oranda gapraz bagisiklik vermeleri sdzkonusu
olacagindan, domuzlardaki pestivirus enfeksiyonlariin (BVDV/BDV/CSFV) ayirici
teshisi icin gegerli olan 1:40’lik sinir titre degeri gibi bir sabit saymin verilmesinin
miimkiin olamayacagi, bununla birlikte her bir pozitif serum 6rnegi bireysel olarak
SNsp titreleri ile degerlendirildiginde hangi etkene karsi yiiksek antikor yanit
bulunuyorsa enfeksiyonun o virus kaynakli olabilecegi kararinin verilmesinin

miimkiin olacag1 goriisiine sahip olunmustur.

Ulkelerin cografik 6zelliklerine bagl olarak farklilik gdsteren lokal pestivirus
izolatlarinin ndtralizasyon testlerinde kullanilmasi ve bunlarin arasindan uygun
referenz virusun sec¢imi i¢in ileri ¢alismalarin yapilmasi gereklili§i de goz ardi
edilmemesi gereken bir durumdur. Zira olusan noétralizan antikorlarin kinetigi
yoniinden, iilkelere ait lokal suslarin o iilkedeki pestivirus enfeksiyonunun tanisi
amactyla notralizasyon testlerinde kullanimi homolog virus olmalar1 sebebiyle

tanisal onem arzetmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Elde edilen sonuglara gore; koyun kan serumlarmin pestivirus antikorlari

yoniinden ayirici teshisi yapilmasi gerektiginde:

- Virus nétralizasyon testi ile sadece BVDV referenz virusu NADL’e kars1
test edilmesinin yeterli olmadigi,

- NPLA testi kullanilarak BDV referenz virusu MOREDUN’a karsi da
testlerin yapilmasi gerektigi,

- Sadece antikor pozitifligi yoniinden serumlarin test edilmesinin yeterli
olmadigi, pozitif serumlarda ayirict teshis icin mutlak surette antikor

titrelerinin (SNsp) arastirilmasi gerektigi kanaatine varilmstir.
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OZET

Koyun Pestiviruslarimn (Border Disease Virus, Bovine Virus Diarrhoea Virus)
Antijenik Yakinhiklariin Serum Notralizasyon Testi ile Arastirilmasi

Border Disease (BDV) ve Bovine Virus Diarrhoea (BVDYV) viruslari, Flaviviridae
ailesine ait Pestivirus genusunda bulunan etkenlerdir. Pestiviruslar; koyunlarda abort, 6li
dogum, kongenital anomalili veya yasama giicii zayif yavru dogumu gibi semptomlarla
karakterizedir. Pestiviruslar, kiigiikbas hayvancilik sektériinde dol verimliligine direkt
etkileri sebebiyle oneme sahip ekonomik kayiplara neden olan viral hastaliklar meydana
getirmektedirler. Antijenik olarak yakin akraba olan bu etkenler, tlirler arasi gegis
Ozelliklerinden dolayr farkli konakcgilarda enfeksiyon meydana getirebilmekte ve
organizmada enfeksiyona karsti c¢apraz (kros) nétralizasyon verebilecek antikorlar
sentezlenebilmektedir. Bu durum enfeksiyonlarin ayirici teshisi yoniinden Onem arz

etmektedir.

Koyunlarda ayni genusta bulunan pestivirus enfeksiyonlarindan BDV ve BVDV’nin
serolojik ayirict tanisim1 amaglayan bu c¢alismada, 300 adet koyun kan serumu pestivirus
spesifik antikor varligi yoniinden noétralizasyon testleri kullanilarak test edilmis olup;
180’inde (%60) BDV igin, 129°unda (%43) BVDV ig¢in pozitiflik belirlenmistir. Ayrica her
iki enfeksiyon yoniinden pozitif bulunan 123 adet serum ve tek enfeksiyon yoniinden pozitif
bulunan serumlar SNs, testine tabii tutuldugunda, her bir hayvanin hangi virusla enfekte

oldugu bireysel olarak aydmlatilabilmistir.

Ruminant pestiviruslarinin ayirici teshisinde ana kriter homolog tiire karsi yiiksek
antikor titresinin belirlenmesidir. Ayirici serolojik teshiste Virus Notralizasyon testinde
BVDV referenz susu olarak NADL, Notralizasyon Peroksidaz Bagli Antikor teknigi
kullanilarak yapilacak olan nétralizasyon testinde Border Disease (BD) referenz susu olarak

Moredun’un kullanimi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Ayirici teshis, koyun, pestivirus, serum.
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SUMMARY

The Investigation of Antigenic Relationship of Sheep Pestiviruses (Border Disease,
Bovine Virus Diarrhoea Virus) Using by Serum Neutralization Test

Border Disease (BDV) and Bovine Virus Diarrhoea (BVD) viruses are the agents,
which belongs to genus pestivirus in the family Flaviviridae. Pestivirus infections of ewes
characterized by abortion, stillbirth, congenital abnormality and birth of weak offsprings.
Pestiviruses effect on reproductivity of sheep in farming sector and this cause important
economic losses. These two agents are closely related as antigenically, they can be
transmitted interspecies and cause infections on the different hosts. These infections result in
the synthesis of cross-neutralizing antibodies in the organism against viral infections. This is

important in the terms of differential diagnosis of infections.

The aim of this study is serological differential diagnosis of BDV and BVDV
infections, which belongs to the same genus. The 300 blood serum samples from sheep
tested using by neutralization tests to determine the presence of specific pestivirus
antibodies. The 180 of 300 samples (60%) are found positive for BDV and 129 samples
(43%) are found positive for BVDV. In addition, the 123 samples, which are positive for
both infection, and positive samples for only one infection were investigated using by SNx.

Thus, it was explained that each animal infected as individual by which virus.

The main criteria for the differential diagnosis of ruminant pestiviruses is to
determine the high antibody titer against homologous species. In the differential serological
diagnosis it is proposed that the use of NADL for BVD in VNT, and Moredun for BD in

NPLA as reference strains.

Key Words: Differential diagnosis, pestivirus, serum, sheep.
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EKLER - Ek -1: Test edilen serum numunelerinin VNT ve SNs, degerleri.

Sira
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Numara
226979
226980
226981
226982
226983
226984
226985
226986
226987
226988
226989
226990
226991
226992
226993
226994
226995
226996
226997
226998
226999
227000
227001
227002
227003
227004
227005
227006
227007
227008
227009
227010

NADL VNT

NADL SN50 Moredun NPLA
15

10

60

30

7,5
10

7,5
7,5
80

160

120
20
40
20

20

Moredun SNso
30

80

40

40

80
80

120

>160

>160
60
40

60
30

Sira
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

Numara NADL VNT

227011
227012
227013
227014
227015
227016
227017
227018
227019
227020
227021
227022
227023
227024
227025
227026
227027
227028
227029
227030
227031
227032
227033
227034
227035
227036
227037
227038
227039
227040
227041
227042

NADL SN50
40
60

40
10

20

60

60
10

80

120
10

7,5
15

30

Moredun NPLA

50

Moredun SN50
80
>80

7,5

>80

>80

>80
20

>80
80

>80

>80
>80

>80
40
>80
>80
>80



Sira

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

Numara NADL VNT

227043
227044
227045
227046
227047
227048
227049
227050
227051
227052
227053
227054
227055
227056
227057
227058
227059
227060
227061
227062
227063
227064
227065
227066
227067
227068
227069
227070
227071
227072

NADL SN50
15

15

30

30

30

30

20

30
20

160

15
60

Moredun NPLA  Moredun SN50

7,5

60
7,5

7,5

7,5
7,5

7,5

80
60

>80

>80
>80
>80
>80

>80

>80

>80

>80

>80

>80
>80
>80

Sira
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

Numara
227073
227074
227075
227076
227077
227078
227079
227080
227081
227082
227083
227084
227085
227086
227087
227088
227089
227090
227091
227092
227093
227094
227095
227096
227097
227098
227099
227100
227101
227102

NADL VNT

NADL SN50

10

10

20

30

7,5

20

15
120

30

51

Moredun NPLA Moredun SN50
60

>80

>80

30

60

>80

>80

60

>80

>80
>80

7,5
30
7,5
30



Sira
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

Numara NADLVNT

227103
227104
227105
227106
227107
227108
227109
227110
227111
227112
227113
227114
227115

NADL SNso

20

10

30

10
7,5

7,5

Moredun NPLA  Moredun SN50

80

40

20

15
80

>80

>80
>80

Sira
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Numara
227116
227117
227118
227119
227120
227121

227122
227123
227124
227125
227126
227127
227128

NADL VNT NADL SNs0

30

15

40

40

15
80

52

Moredun NPLA  Moredun SN50

7,5
>80

80

20

40

80

15
120

>160

7,5

15



Sira
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

Numara

NADL VNT

227283
227284
227285
227286
227287
227288
227289
227290
227291
227292
227293
227294
227295
227296
227297
227298
227299
227300
227301
227302
227303
227304
227305
227306
227307
227308
227309
227310
227311
227312
227313
227314

NADL SN50 Moredun NPLA

40
60

40
30
60
40
30
40
40

60
30

120

15

160

Moredun SN50 Sira

>160
120

120

120
160
120

60
>160
120
120
40

120

120
15

20

15

20

20

40
>160

183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214

Numara

NADL VNT

227315
227316
227317
227318
227319
227320
227321
227322
227323
227324
227325
227326
227327
227328
227329
227330
227331
227332
227333
227334
227335
227336
227337
227338
227339
227340
227341
227342
227343
227344
227345
227346

NADL SNso0

160

>160
>160
60
160

120
120

80

30
80

30

60

53

Moredun NPLA  Moredun SN50
30

>160

>160

>160
160

>160

120
160
30

120
15
30
30

120
120

30
80
30

120



Sira
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244

NADL VNT

Numara
227347
227348
227349
227350
227351
227352
227353
227354
227355
227356
227357
227358
227359
227360
227361
227362
227363
227364
227365
227366
227367
227368
227369
227370
227371
227372
227373
227374
227375
227376

30

30

120

>160

20

30

160

60
160

160
40

NADL SNs0 Moredun NPLA

NADL SNso Sira

120

120

160
40
30
>160

120

60

>160
160
>160
15
30
20

15

10
15
30
160
80

245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274

NADL VNT

Numara
227377
227378
227379
227380
227381
227382
227383
227384
227385
227386
227387
227388
227389
227390
227391
227392
227393
227394
227395
227396
227397
227398
227399
227400
227401
227402
227403
227404
227405
227406

NADL SNso0

160
80
80
40
40

60

20
15

>160

120
160

60

30

7,5
40

>160

30

54

Moredun SNso
160
80
160
160
>160
10
120

Moredun NPLA

80

60

10
>160

15

30
120
>160

15
80
120

30
80
>160

120



Sira

275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287

Numara
227407
227408
227409
227410
227411
227412
227413
227414
227415
227416
227417
227418
227419

NADL VNT

NADL SN50 Moredun NPLA  Moredun SN50

20
15

40

30
40

60
40

80
10

120
80

Sira

288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

Numara

227420
227421
227422
227423
227424
227425
227426
227427
227428
227429
227430
227431
227432

30
10

20
15
15
20

20

40
60
20
60
40
30
120
60

80

55

NADLVNT NADLSNs50 Moredun NPLA  Moredun SN50
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