T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VIROLOJi ANABILIM DALI

HATAY iLINDE HALK ELINDE YETiSTiRILEN MANDALARDA SIGIRLARIN
RESPIRATORIK SINSITYAL VIRUS (BRSV) VE PARAINFLUENZA ViRUS TiP 3

(BPIV-3) ENFEKSIYONLARININ PREVALANSI

YUKSEK LISANS TEZI
Mehmet Alpay DEMIRAL

Damisman
Prof. Dr. Veysel Soydal ATASEVEN

HATAY-2024



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VIROLOJI ANABILIM DALI

HATAY iLINDE HALK ELINDE YETIiSTIRILEN MANDALARDA SIGIRLARIN
RESPIRATORIK SINSITYAL VIRUS (BRSV) VE PARAINFLUENZA ViRUS TiP 3

(BP1V-3) ENFEKSIYONLARININ PREVALANSI

YUKSEK LiSANS TEZI
Mehmet Alpay DEMIRAL

Danisman
Prof. Dr. Veysel Soydal ATASEVEN

Bu tez, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii
tarafindan 22.YL.002 proje numarasiyla desteklenmistir.

HATAY-2024



T.C.
HATAY MUSTAFA KEMAL UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
VIROLOJi ANABILIM DALI

HATAY ILINDE HALK ELINDE YETISTIRILEN MANDALARDA
SIGIRLARIN RESPIRATORIK SINSITYAL VIRUS (BRSV) VE
PARAINFLUENZA VIiRUS TiP 3 (BPIV-3) ENFEKSIYONLARININ
PREVALANSI

Yiiksek Lisans Tezi

Mehmet Alpay DEMIRAL

Bu tez agagida isimleri yazili tez jiirisi tarafindan 18/01/2024 giinii ¢evrimigi olarak yapilan
tez savunma siavinda oycoklugu/oybirligi ile kabul edilmistir.

Tez Jiirisi:  Jiiri bagkani: Prof.Dr. Yakup YILDIRIM
Uye: Prof.Dr. Veysel Soydal ATASEVEN
Uye: Dog¢.Dr. Firat DOGAN

Bu tez, Enstitiimiiz Viroloji Anabilim Dalinda hazirlanmistir.

Prof.Dr.ibrahim Halil CERCI

Enstiti Mudiira



TESEKKUR

Lisans ve lisansiistii ogretim hayatimda bilgisini, destegini ve tezimin yazim
asamalarinda dzverisini esirgemeyen tez danismanim Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Veteriner Fakdiltesi Viroloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Veysel Soydal
ATASEVEN’e, egitimim siiresince ilgisini esirgemeyen degerli hocam Viroloji Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Dog.Dr.Firat DOGAN’a, tezimin istatistiksel verileri igin degerli
zamanini ayiran Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Dr.Ogretim Uyesi Ufuk KAYA’ya tesekkiirii borg biliyor,
saygl, Sevgi ve siikranlarimi sunuyorum.

Hayatim boyunca sevgilerini ve karsiliksiz desteklerini esirgemeyen Sevgili annem

Ikbal’e ve babam Mehmet Fatih’e sonsuz minnet, saygi ve sevgilerimi sunuyorum.

Bu tez projesi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorligii tarafindan 22.YL.002 proje numarasiyla desteklenmistir.



ICINDEKILER

KADUI VB ONAY ...ttt sr et et s re e s e I
TESEKKUR ..ottt se s sttt bbb Il
ICINDEKILER ......oouiiiietiicteccte ettt es sttt ettt s st enen et V-V
CIZELGELER DIZINT ....oocviiiiiiiiiciccesce e VI
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......cccooiiiiiiiiiiiesiceceesee e, VII
OZET .. e VIl
ABSTRACT .ttt bbbttt IX
LGIRIS ottt sttt 1
2.GENEL BILGILER. ... ..ottt e, 2-17
2.1.Pneumoviridae ve Paramyxoviridae Ailelerinin Yapisal OzelliKleri .................c......... 2
2.1.1.S181r Respiratorik Sinsityal Virusunun (BRSV) Etiyolojisi........cccccevveiiniieiinnns 3-4
2.1.2.S1g1r Parainfluenza Tip-3 Virusunun (BPIV-3) EtiyolojiSi.........cccoceviiininnninne. 5-6
p A = o110 (=T 010 o ISR 6-10
2.2.1.BRSV EPIdemMiYOIOJiSi ...cc.eeuieiiiiieiie ettt 6-8
2.2.2.BPIV-3 EPIAemMIYOIOJIST ..ccuveuiiiiiiiiiiiisiieieieee e 8-10
2.3.Klinik GOriinliim V& PAOJENEZ.......ccuviiviriiiiiiieiiieie e 10-12
24 TANL .ttt 12-13
2.5 IMMIENOLOJ. ...eveeece ettt 13-14
2.6.Korunma ve MUcCad@le..........ooveuieiiiieiieicceeeeeee e 14-17
3.GEREC VE YONTEM......coooiiiiticietcteteetete ettt bttt sttt 18-23
N € 1S (< TP 18
3. L1 HAyVan Materyali .........ccoviiiiiiiiiie e 18
B ) 1< s o PO TSP ST PPPOPRPUPROPRTPRN 19-23
3.2.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi..........cccovvceeeeveririeieeeeeeseeeeeie e, 19
3.2.1.1. Kan Serumu OrNEKIETi.......veuiiirriirereiireisieieissseiesese st esessssesns 19
3.2.1.2. Antikoagulanli Kan OrneKIEri .........cccccovvviuevireriiieirieieeseeeesee e, 19
3.2.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ........ccciiiiiiii e 19
3.2.2.1.Viral Niikleik ASit EKStrakSiYONU.........cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 19-20
3.2.2.2.Reverz Transkripsiyon: Komplementer Deoksiriboniikleik asit (cDNA)............ 20
3.2.2.3.BRSV I¢in Viral Niikleik Asit AMplifikasyonu............ccccccevevirecrererineenennne, 20-21
3.2.2.4BPIV3 I¢in Viral Niikleik Asit Amplifikansyonu..............ccoevevervevveereieciererinnnns 21

v



3.2.3.Serolojik ANaliZIer. ... ..o.oinuii i 21

3.2.3.1.BRSV Spesifik Antikor Tespiti I¢in Indirekt ELISA..............ccoooviiiiiinn.i 21
3.2.3.2.BPIV-3 Spesifik Antikor Tespiti I¢in Indirekt ELISA.........cccccoevvvevercrennnnn 22-23
3.2.3.IstatiStIkSEl ANGNHZIET ..........cvveeeeeececeeeceeeeee et 23

A BULGULAR ...ttt e e e nnb e e nnnees 24-26
4.1, PCR BUIGUIATIT ..cvviiiiiiii ettt nine e 24
4.2. Serolojik Analiz BUIQUIAIT ..........oooiiiiiiiiece e 24
4.2.1. BPIV-3 Antikor VarliSl.....ccooooviiiiiiiiiiieicie e 24
4.2.2. BRSV ANtiKOT VarliSl.....cooviiiiiiiiieiiiiiicceee e 24

4.3 Istatistiksel BUIGUIAT.............cocoveveveeeeeeeeeeeeeee e n e 26
VN N () 0TSO 27-33
6.SONUCLAR VE ONERILER........ocuiiiitiiii i, 34
T KAYNAKLAR et e e e e e e nane s 35-40
(07461 2101 1 S TSR 41
o S PSP 42-43
EK-1 HADYEK KARARI ...t 42
EK-2 ETIK BEYAN ..ottt 43



CIZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 3.1.1.Manda 6rneklerinin isletme tipi, yas ve cinsiyete gore dagilimi........................... 18
Cizelge 3.2.3.1 BPIV-3 indirekt ELISA degerlendirme ve seropozitivite formiilii..................... 22
Cizelge 3.2.3.2. BRSV indirekt ELISA sonuglarinin degerlendirme formiilii............................ 23
Cizelge 4.2.1a.BRSV ve BPIV-3 spesifik antikorlart yoniinden seropozitif hayvan sayisi.............25
Cizelge 4.2.1b.isletme tipi, yas ve cinsiyet gruplarinin istatistiksel degerlendirilmesi...................... 25
Cizelge 4.2.1c.Yas gruplarina gére BPIV-3 seropozitivite diizeylerinin dagilimi....................... 26

A\



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

bp : Baz Cifti

BRD : Bovine Respiratory Disease

cp : Sitopatojen

cDNA : Komplementer DNA

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiniikletittrifosfat

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ICTV : Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi
MgCl; : Magnezyum Kloriir

MDBK : Madin-Darby Bovine Kidney

NK: Negatif Kontrol

mL : Mililitre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

OD : Optik Dansite

OIE : Diinya Hayvan Saglig Orgiitii

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pH : Asidite

PK: Pozitif Kontrol

PBS : Tamponlanmis Fosfat Soliisyonii

RNA : Ribontikleik asit

USY: Ust Solunum Yolu

TBE: Tris Boric Acid-Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid
uL : Mikrolitre

ug : Mikrogram

\1



OZET

Hatay ilinde Halk Elinde Yetistirilen Mandalarda Sigirlarin Respiratorik
Sinsityal Virus (BRSV) ve Parainfluenza Virus Tip 3 (BPIV-3)
Enfeksiyonlarinin Prevalansi

BRSV ve BPIV-3 enfeksiyonlariin prevalanslarinin belirlenmesinin amaglandigr bu
aragtirmada, Hatay ilinin Kirikhan ilgesinde halk elinde yetistirilen manda
popiilasyonundaki 150 adet mandadan kan ornekleri toplandi. Orneklenen mandalarin
%88’inde BPIV-3 ve %4’iinde BRSV seropozitivitesi belirlendi. BPIV-3 seroprevalansi
hayvan bazinda %88; isletme diizeyinde ise %33,3-100 olmasma karsin BRSV
seroprevalansi hayvan bazinda %4; isletme diizeyinde ise %3,7-30 arasindaydi. Arastirmada,
BPIV-3 ve BRSV niikleik asitleri saptanamadi. Yapilan c¢alismanin sonucu olarak,
orneklenen manda popiilasyonunda BPIV-3 enfeksiyonun yiiksek, BRSV enfeksiyonunun
ise diisiik seroprevalansa sahip oldugu gosterilmistir. Ulkemizde mandalarda BRSV ve
BPIV-3 enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin agikliga kavusturulabilmesi igin genis boyutlu

epidemiyolojik arastirmalar 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Manda, PCR, Seroloji, Sigir respiratorik sinsityal virusu (BRSV), Sigir
parainfluenza virus tip 3 (BPI1V-3).
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ABSTRACT

Prevalence of Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV) and Bovine
Parainfluenza Virus Type 3 (BPIV-3) Infections in Privately Owned Water

Buffaloes in Hatay province

In this study, which aimed to determine the prevalence of BRSV and BPIV-3 infections, a
total of 150 blood samples were collected from privately owned water buffaloes in the
Kirikhan district of Hatay province. BPIV-3 seroprevalence was 88% per animal and 33.3-
100% at the herd level; BRSV seroprevalence was 4% per animal and 3.7-30% at the herd
level. In the study, BPIV-3 and BRSV nucleic acids were not detected. The findings showed
that BPIV-3 infection had a high seroprevalence and BRSV infection had a low
seroprevalence in water buffalos tested, and the large-scale epidemiological studies are
required to clarify the epidemiology of BRSV and BPIV-3 infections in water buffaloes in
Tiirkiye.

Keywords: Water buffalo, PCR, Serology, Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV),

Bovine Parainfluenza Virus Type 3 (BPIV-3).



1. GIRIS

Sigirlarin - solunum sistemi hastaliklart (BRD) kompleksi; virus, bakteri ve
mikoplazmal mikroorganizmalar1 igeren multifaktoriyel bir hastalik olusumudur. BRD
kompleksinin viral (BRSV, BPIV-3, BVDV, BHV-1) ve bakteriyel (Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni ve Mycoplasma bovis vd.) patojenleri
milyonlarca yildir konakgilariyla birlikte evrimlesmistir. Bu patojenler, hem dogal hem de
kazanilmis konak¢i immiin yanitindan korunmak i¢in karmasik mekanizmalar
gelistirmislerdir (Srikumaran ve ark. 2008). Sigir respiratorik sinsityal virus (BRSV) ve
parainfluenza virus tip 3 (BPIV3) enfeksiyonlari, diinya capinda sigircilik endiistrisini
ekonomik olarak etkileyen “Sigirlarin Solunum Sistemi Hastaliklar1 Kompleksi (BRD)” nin
etiyojisinde rol oynayan viral ajanlar arasindaki 6nemli patojenlerdir. Tedavi maliyetlerine ve
hayvan kaybina ek olarak enfeksiyonlarin neden oldugu buzagi Olimleri, yangiya bagh
biiylimede yavaslama ve siit veriminin azalmasi iiretime yansiyan direk etkileridir (Lefverman
2018).

BRSV ve BPIV-3 enfeksiyonlari en sik sonbahar ve kis aylarinda ortaya ¢ikar
(Valarcher ve ark. 2001). Solunum yoluyla yayilan viruslar solunum yollarinin direncini
azaltabilir ve hayvan1 sekonder enfeksiyonlara karsi duyarli hale getirebilir (Srikumaran ve
ark. 2008). Bu nedenle, akut tist solunum yolu enfeksiyonu tablosu ile baslayan enfeksiyon
diger viral veya bakteriyel etkenlerin komplike olmasiyla genellikle 6liime yol agabilen alt
solunum yolu enfeksiyonlarina evrilir. Her iki enfeksiyonda, dogrudan ve dolayli olarak
solunum yoluyla bulasir ve siirii i¢i ya da siiriiler arasinda yayilim genellikle hizlidir (Solis-
Calderon ve ark. 2007). Bu nedenle, enfeksiyonlarin bulasict dogasi, hayvan refahina ve
ekonomik olarak isletmeye ciddi etkisi ile birlikte etkili koruyucu tedbirlerin alinmasini
gerektirmektedir.

Bu arastirmada, Hatay ilinde halk elinde aile tipi yetistiricilik yapilan manda
isletmelerinde  BRSV ve BPIV-3 enfeksiyonlarinin  prevalansinin  arastirilmasi
amaglanmistir. Diinyada ve lilkemizde farkli bir ruminant tiirii olan mandalarda her iki
enfeksiyonun prevalansinin arastirildigi sinirli sayida arastirma bulunmasi nedeniyle bu
arastirmanin ulusal ve uluslararast diizeyde bilimsel literatiire katki saglayacagi

diistinilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Pneumoviridae ve Paramxyoviridae Ailelerinin Yapisal Ozellikleri (Genel Etiyoloji)

Pneumoviridae ailesi, zarfli ve negatif anlamli RNA viruslarinin yer aldig1 bir virus
ailesidir. Bu aile, 2016 yilina kadar Paramyxoviridae ailesi i¢inde bir alt aile olarak
siniflandirilmist. Metapneumoviruslar memeliler veya kanatlilar igin 6zgiilken, Insan
(HRSV) ve sigir respiratorik sinsityal viruslarmin (BRSV) da yer aldigi
Orthopneumovirus cinsinin iyeleri memelileri enfekte etmektedir. Bu ailedeki viruslarda
bulagsma birincil olarak aerosol yolla gerceklesmektedir (ICTV 2017). BRSYV,
Orthopneumovirus cinsi iginde siniflandirilmasindan dolayr sigir orthopneumovirusu
olarak da adlandirilmaktadir (Makoschey ve ark. 2021).

Sigir parainfluenza virus tip 3 (BPIV-3)’in yer aldigi Paramyxoviridae ailesi,
memelileri ve kanatlilarin yan1 sira siiriingenleri ve baliklar1 da enfekte edebilen biiyiik,
zarfli RNA viruslarim1 igermektedir. Bir¢ok paramyxovirus konak o6zgiildiir. Bulasma
ozellikle dogrudan temas ve aeresol yolla olmak tizere genellikle horizontaldir (Murphy
ve ark. 1999; ICTV 2019). BPIV-3, Paramyxoviridae ailesinin Respirovirus cinsi iginde
smiflandirilmigtir (ICTV 2019).

Her iki ailede de virionlar donma-¢6ziilme, 1s1, lipid ¢dziiciiler, iyonik ve iyonik

olmayan deterjanlar, formaldehit ve oksitleyici maddelere karsi duyarhidir (ICTV 2017).

LBRSV = BPIV3
P/HN .

Fig. 1 Morphology of BRSV and BPIV3. G: G protein; HN: Haemagglutinase — Neuraminidase; L: Polymerase protein; M: Matrix protein; N: Nucleoproteir
P: Phosphoprotein; F: Fusion protein

Sekil 1. BRSV ve BPIV-3 virionlarinin sematik goriimiinii (Makoschey ve ark. 2021).



2.1.1.S5181r Respiratorik Sinsityal Virusunun (BRSV) Etiyolojisi

Pneumoviridae ailesindeki virionlar, tek sarmalli, negatif anlamli bir viral RNA
genomunu igerir. Pneumovirus genomu 4.8-250 kDa'lik 9-11 proteini kodlar. Yalnizca
riboniikleoprotein (RNP) formunda bulasicidir, ancak negatif anlamli bir RNA virusu olarak
replikasyon ve transkripsiyonu baglatabilmesi i¢in P ve L proteinlerinin varligi gereklidir. Bu
ailedeki virionlar, niikleokapsidi ¢evreleyen bir lipid yapida zarfa sahiptir. Zarf,
tomurcuklanma yoluyla dogrudan konak hiicre plazma membranindan elde edilir ve {i¢
transmembran viral glikoprotein icerir (ICTV 2017). Bunlar, fiizyon proteini (F), biiyiik
glikoprotein (G), ve kii¢iik hidrofobik proteindir (SH). Zarf, niikleoprotein (N), fosfoprotein
(P), viral RNA bagimli polimeraz protein (L) ve ortalama 15000 niikleotidlik bir RNA
genomundan olusan helikal bir niikleokapsit ile ¢evrelenir (Valarcher ve Taylor 2007). Lipid
zarfin altinda, glikosillenmemis bir zar veya matriks protein (M) tabakasi bulunur ve bunun
altinda, ikinci bir glikosillenmemis zar veya matriks proteininden (M2-1) olusan ikinci bir
tabaka bulunur. M2-1 proteini aileye 6zgiildiir (ICTV 2017). Pneumoviruslardaki G proteini
ile paramyxoviruslardaki ~ HN proteini ayni1 isleve sahiptir ancak G proteininin
hemagliitinasyon 6zelligi bulunmamaktadir (Toker 2019).

BRSYV virionlarinin morfolojik olarak 35-150 nm arasinda degisen bir ¢apa sahip
pleomorfik goriiniimde ya da 60 ila 100 nm arasinda bir ¢apta 5 nm filament6z bir yapida iki
farkli goriinimde olabilmektedir (Valarcher ve Taylor 2007). BRSV, flizyon (F) proteininin
aracilik ettigi bir siire¢ olan hiicre plazma membrani ile viral zarfin fiizyonu ile hiicreye girer.
Virus replikasyonu hiicre sitoplazmasinda meydana gelir (ICTV 2017). F proteini, yiiksek
oranda korunmus tip I transmembran glikoprotein trimeridir. 5 N-bagli glikanlarin
eklenmesiyle modifiye edildigi ER'de Fy Onciisii olarak fiiretilir. Golgi aygitindan gecis
sirasinda bu glikanlar olgunlasir ve Fo proteini boliinerek flizyon islevini etkinlestirir.
Proteinin transmembran kismi Fy, iki disiilfid bagiyla Fs'ye baglanir. Diger birgok tip I viral
flizyon proteini gibi pneumovirus F proteini bir homotrimerdir ve ortomyxoviruslardaki gibi
herbir monomer furin benzeri bir proteaz ile proteolitik bolinme araciligiyla aktive edilir.
Bununla birlikte, Pneumoviridae ailesinde yer alan diger viruslardaki F proteinlerinin aksine
RSV F proteini pep27 olarak bilinen 27 amino asitlik bir peptidi serbest birakan iki bolgede
boliiniir. Boliinmeyi takiben F monomerleri fonksiyonel trimerler halinde birlesir. Insan
RSV'sinin pep27'sinin bilinen bir islevi yoktur, ancak BRSV pep27'si tasikinin benzeri bir
peptit olarak islev gorerek diiz kas kasilmasini tesvik ettigi ve muhtemelen diger

proinflamatuar yanitlara aracilik ettigi de diisiiniilmektedir. (King ve ark. 2021).



G glikoproteini, RSV'nin birincil baglanma proteinidir. Ser, Thr ve Pro bakimindan
zengin ve glikanlarin eklenmesiyle yliksek oranda modifiye tip II transmembran proteinidir.
Basglangigcta G proteini molekiiler agirligi 32 kDa'dir ancak hiicrelerdeki son formu 90-100
kDa'dir. ilk modifikasyonlar olan palmitilasyon ve N-bagl glikosilasyon endoplazmik
retikulumda translasyon sirasinda meydana gelir ve 45 kDa'lik bir iirtinle sonuglanir.
Palmitilasyon, sitoplazmik N-terminal alani igindeki sisteinleri degistirirken, N-bagh
glikozilasyon, ektodomainin iki hiper degisken miisin benzeri bolgesinde meydana gelir.
Golgi aparatina girdikten sonra bu miisin benzeri bolgelere O-bagl glikanlar eklenir, bu da
tamamen glikozile edilmis bir 90-100 kDa glikoprotein ile sonug¢lanir. Son olarak, G proteini
tomurcuklanan virionlara dahil edildigi plazma zarina ulasir (King ve ark. 2021). Viral zarf ve
hiicre zarinin flizyonunu takiben, riboniikleoprotein (RNP) kompleksi sitoplazmaya salinir ve
viral RNA'nin polimeraz tarafindan transkripsiyonu baslar. Transkripsiyon, subgenomik RNA
iireten sirali bir baslatma-durdurma mekanizmasi icerir. Her mRNA kodlama birimini
cevreleyen kisa korunmus sinyaller, bir transkripsiyon geni baslangic (GB) ve
sonlandirma/poliadenilasyon gen sonu (GS) sinyali tarafindan yonlendirilir. Promotor-
proksimal genlerin asag1 regiilasyon genlerinden daha sik kopyalandigi bir polar
transkripsiyon gradyani vardir. RNA replikasyon polimerazi, negatif iplikli genomik RNA'y1
kopyalamak i¢in bir kalip gorevi goren pozitif anlamli replikatif bir ara iiriinlin senteziyle
sonuglanan bir okuma moduna gectiginde meydana gelir. (Valarcher ve Taylor 2007).
Polimeraz daha sonra 1-52 nt uzunlugunda intergenik bélgeyi (IB) tarar. Polimeraz
molekiillerinin bazilar1, IB'yi gegerken serbest kalir ve sonraki her bir gen igin azaltilmis gen
ekspresyonu gradyant olusturur (King ve ark. 2021). Hem genomik hem de antigenomik RNA
paketlenir. Niikleokapsidler sitoplazmada toplanir ve daha sonra M proteini ile birlikte viral
glikoproteinlerin bulundugu hiicre zarina dogru go¢ eder. Viral tomurcuklanma, dogrudan
hiicre zarinin ylizeyinde veya sitoplazmik vezikiillerde meydana gelebilir. HRSV
tomurcuklanmasi polarize solunum yolu epitel hiicrelerinin apikal ylizeyde meydana gelir ve
bu durum in vitro olarak polarize sigir solunum yolu epitel hiicrelerinin BRSV
enfeksiyonunda da goriilmektedir (Valarcher ve Taylor 2007).

F ve G proteinlerine kars1 monoklonal antikor ve poliklonal antikor serum analizlerine
dayali olarak BRSV alt gruplari tanimlanmistir. F, G ve niikleoprotein dizileri filogenetik
olarak maksimum olasilik (maksimum benzerlik siniflandirmasi) algoritmalar1 ile analiz

edilerek I-IX’a kadar 9 alt grup belirlenmistir (Timurkan ve ark. 2019; Zhou ve ark. 2023).



2.1.2.5181r Parainfluenza Tip 3 Virusunun (BPIV-3) Etiyolojisi

Paramyxoviridae ailesindeki virionlarin ¢apt 150 nm’den 500 nm'ye kadar degisen
biiyiikliige sahip ve pleomorfik goriinimdedir. Niikleokapsid helikal simetriye sahiptir ve
niikleokapsidi ¢evreleyen bir lipit zarftan olusur. Tomurcuklanma yoluyla dogrudan konakgi
hiicre plazma membranindan koken alan zarf iki transmembran glikoproteini igerir.
Peplomerler, hemaglutinin-néraminidaz proteini (HN) (pneumoviruslardaki ndraminidaz
aktivitesinden yoksun olan G proteininin esdegeridir) ve bir fiizyon proteini (F) olmak iizere
iki glikoproteinden olusur. Her iki protein de tiim paramiksovirus enfeksiyonlarinin
patogenezinde anahtar rol oynar (Murphy ve ark. 1999). Bunlar homo-oligomerler olarak 8-
12 nm uzunlugunda, 7-10 nm araliginda sivri uclu ¢ikintilar seklindedir. Ayrica, cinse baglh
olarak bir veya iki ek transmembran proteini mevcut olabilir (ICTV 2019).

BPIV-3, dokuz proteini kodlayan 6 gen (N-P-M-F-HN-L) igeren 15.456 niikleotidden
olusan tek sarmalli, negatif anlamli RNA genomuna sahiptir. P ve L proteinleri, ister N
proteini ile iligkili ister sitoplazmada serbest olsun, her zaman bir kompleks i¢inde bulunur ve
viral mRNA'nin transkripsiyonu ve genomik RNA'nin replikasyonu icin gerekli olan viral
RNA polimerazini igerir. Korunmus, glikolize edilmemis matriks proteini (M) enfekte bir
hiicrede en bol bulunan viral proteindir. Zarfin i¢ yliziinde bulunur ve virusun olusumu,
tomurcuklanmasi ve projeni virionlarinin hiicreden salinmasi i¢in gereklidir (Ellis 2010). F
proteini, virion disiilfide bagli F ve F alt birimlerini liretmek i¢in hiicresel proteazlar
tarafindan boliinmenin ardindan aktive olan bir oncii (F) olarak enfekte hiicreler icinde
sentezlenir. Ayrica virusa bagli olarak yapisal veya yapisal olmayan ¢inko'yu (Zn) (V)
baglayan sistein acisindan zengin yapisal olmayan proteinleri (C), kii¢iik bir integral membran
proteinini (SH) ve transmembran proteinlerini (tM) kodlar. Virion enzim aktiviteleri, RNA'ya
bagimli RNA polimeraz1 ve L proteininde fonksiyonel olarak kodlanan mRNA guanilil- ve
metiltransferazlar igerir (ICTV 2019).

Virusun hiicreye baglanarak enfeksiyonun baslatilmasina hemaglutinin-néraminidaz (HN)
glikoproteini aracilik eder. Bu glikoprotein, ayni zamanda virusa 6zgiil ndtralize edici
antikorlar1 da indiikler. Fiizyon proteini, bir hiicresel proteaz tarafindan proteolitik bdliinme
ile aktive edilen aktif olmayan bir oncii formda yeni olusturulmus virionlarda bulunur.
Fiizyon proteininin boliinmesi viral enfektivite i¢in esastir. Ayrica, virulanz spesifik amino
asit proteaz tanima motiflerinin varlig1 veya yoklugu ile iliskilendirilmistir. Fiizyon proteini,

viral enfektivite ve flizyon yoluyla dogrudan hiicreden hiicreye yayilma icin gerekli



oldugundan paramiksovirus enfeksiyonlarinin  patogenezinde anahtar rol oynar.
Paramiksovirus asilar1 maksimum etki i¢in hemaglutinin-néraminidaz proteininin yani sira
fiizyon proteinine kars1 da antikor olusturabilmelidir (Murphy ve ark. 1999).

Bugiine kadar filogenetik analize dayali olarak, BPIV-3a, BPIV-3b ve BPIV-3c olarak
adlandirilan {i¢ BPIV-3 genotipi tanimlanmistir (Albayrak ve ark. 2019).

2.2.Epidemiyoloji
2.2.1.BRSV Epidemiyolojisi

Sigirlar, enfeksiyonun ana rezervuaridir; ancak koyunlar da enfekte olabilir (Sarmiento-
Silva ve ark. 2012). Sigirlar BRSV'nin dogal konakgisi olmasina ragmen, koyun, keci, bizon,
dag kecisi veya develer gibi diger tiirlerin epidemiyolojik bir rol oynamasi da miimkiindiir
(Valarcher ve Taylor 2007). Virus bulasi, solunum yolu sekretlerinin sagilmasi sonucu aerosol
yolla veya damlacik enfeksiyonu neticesinde gerceklesir (Sihvonen 2021). Virusun indirekt
bulagsmasinda ¢iftlikleri ziyaret eden bireyler, giysi veya ekipman gibi fomitler de rol
oynamaktadir (Sarmiento-Silva ve ark. 2012; Sihvonen 2021). Ortak meralar veya canli
hayvan ticareti ile iligkili olarak direkt temas 6nemli bir bulasma yoludur. Diger yandan, yeni
enfekte olmus hayvanlarin siirliye katilmasiyla siiriiler arasinda bulagma gerceklesebilir.
Salginlar genellikle sonbahar ve kis aylarinda goriiliir (Valarcher ve ark. 2001). Sicaklik
degisimleri, yiiksek popiilasyon yogunlugu, hayvan nakli, yem degisimi vb. gibi bir¢ok risk
faktorli sigir solunum yolu hastaligi kompleksi ile iliskili viruslarin ortaya ¢ikmasina zemin
hazirlar (Solis-Calderon ve ark. 2007). Ayrica, siirii biyiikligii, bakim-besleme sartlari, siitten
kesim, iiretim tiirli, iklim, siiriler arasindaki mesafenin kisa olmasi, yazin meradaki
hayvanlarin kapali ortama alinmalari, yabancilarin isletmeyi ziyaret sikligi gibi faktorler
solunum yolu enfeksiyonlariyla iligkili risk faktorleri olarak gosterilmistir (Ataseven ve ark.
2010; Sihvonen 2021). lyi siirii yonetimi uygulamalari ve siki hijyen rutinlerinin genel saglik
durumu tizerinde dogrudan etkisi oldugu da one siiriilmistiir (Solis-Calderon ve ark. 2007).

Sit sigirlarinda BRSV  enfeksiyonu siklikla 2 hafta ile 9 ay arasindaki geng

buzagilarda goriilebilir (Almeida ve ark. 2005). BRSV, 6 ayliktan kiiciik buzagilarda solunum
yolu hastaliginda yaygin bir primer patojen olarak kabul edilmekte olup, yetiskin siit
sigirlarinda da solunum yolu hastaligr salginlar ile iliskili olarak rapor edilmistir (Moore ve
ark. 2015). 6 ayliktan kiigiik ve genellikle 2 ila 10 haftalik sigir ve mandalarda pnémoni
vakalar1 yaygin olarak goriilmektedir (Kamdi ve ark. 2020). Siiriilerde re-enfeksiyonlar sik

goriildiigiinden subklinik enfekte yetiskin hayvanlar enfeksiyonun ana kaynagidir. (Almeida



ve ark. 2005). Inkubasyon siiresi 2 ila 5 giin arasinda bildirilmektedir. Klinik belirtiler
Oksiiriik, burun akintisi, ates ve depresyonu icerir ve siddetli vakalarda hayvanlarda dispne
geligebilir. Bu belirtiler siklikla gen¢ hayvanlarda goriiliir, ancak BRSV her yastan sigirda
hastaliga neden olabilir (Toftaker 2019).

BRSV ilk olarak 1967 yilinin Subat ayinda Cenevre/Isvigre’deki solunum sistemi
hastalig1 bulgular1 gésteren diive ve buzagidan izole edilmistir (Paccaud ve Jacquier 1970).
Sonraki yillarda yapilan epidemiyolojik calismalar enfeksiyonun sigirlarda yiiksek bir
prevalansa sahip oldugunu gostermistir (Valarcher ve Taylor 2007). BRSV seroprevalansi,
ABD, Uruguay, Venezuela, Iran, Brezilya, Meksika, Arjantin, Ekvador, Bel¢ika ve
Brezilya’da sirastyla %65,5, %95, %85, %64,2 , %75, %90,8, %78,64, %80,5, %40 ve %79,5
oranlarinda bildirilmistir (Baker ve ark. 1985; Obando ve ark. 1999; Solis-Calderon ve ark.
2007; Pardon ve ark. 2011; Roshtkhari ve ark. 2012; Saa ve ark. 2012; Ferella ve ark. 2018;
Hoppe ve ark. 2018; Costa ve ark. 2000). ABD’de yetiskin sigirlarda gergeklestirilen serolojik
calismada %67’lik bir seropozitiflik saptanmistir (Rossi ve ark. 1974). Norveg’te 134 siit
sigirt isletmesinde iki farkli periyotta alinan kan Orneklerinden indirekt ELISA testiyle ilk
periyotta %34, ikinci periyotta %41 lik BRSV siirli seropozitifligi saptanmistir. Toplamda
1189 numunenin 233’1 (%20°si) BRSV’ye karsi antikorlar bakimindan pozitif bulunmustur
(Klem ve ark. 2013). Bir baska ¢alismada, BRSV enfeksiyonunun endemik olarak goriildiigii
bir ada tilkesi olan Yeni Zelanda’daki 272 siit sigir1 isletmesinde BRSV seroprevalansinin
%76,47 oldugu bildirilmistir (Motha ve Hansen 1997).

Tiirkiye’de BRSV enfeksiyonu hakkinda yapilan bir ¢aligmada Burgu ve ark (1990)
tarafindan sigirlarda %46,12 oraninda ndtralizan antikor varligi rapor edilmistir. BRSV
enfeksiyonu ile ilgili bagka bir ¢calismada Alkan ve ark. (1997)’1 tarafindan %44,6 oranlarinda
seropozitiflik bulunmustur. Bir baska calismada, test edilen sigir kan serumlarinin %67,3’{
BRSV spesifik antikorlar1 yoniinden seropozitif bulunmustur (Cabalar ve Can-Sahna 2000).
Oner ve Yesilbag (2018) tarafindan 6-15 ay arasindaki yaslardaki besi sigirlarinda yapilan
arastirmada BRSV seroprevalansi %97,1 olarak saptanmistir. Bu arastirmada en yiiksek oran
6-8 ayliklarda (%100), en diisiik seropozitiflik ise 12-15 aylik (%93,8) grupta bildirilmistir.
Tiirkiye’de kii¢iik ruminantlarda yapilan seroepidemiyolojik c¢aligsmalarda bulunmaktadir.
Cabalar ve Ataseven (1999) yaptiklar1 ¢alismada Van ilinde koyunlarda %53,4 oraninda
seropozitiflik saptanmistir. Gilineydogu Anadolu bolgesinde yapilan bir ¢alismada sigr,
koyun ve kegilerde sirasiyla %71,2 , %79,7 ve %100 seroprevalans degerleri tespit edilmistir
(Kadiroglu ve ark. 2020). Kuzeybati Anadolu bdlgesinde yapilan bir ¢alismada BRSV ile



ilgili genel seroprevalans degerleri %73 olarak bildirilmistir (Yesilbag ve Giingdér 2008).
Genel olarak Tiirkiye’deki sigirlarda seropozitifligin - %44,6-97,1 arasinda oldugu
bildirilmektedir (Kadiroglu ve ark. 2020).

Diinyada ve iilkemizde mandalarda BRSV enfeksiyonuna yonelik siirli sayida
epidemiyolojik arastirma bulunmaktadir. Hindistan’in Punjab sehrinde sigir ve mandalarin
karigik bulundugu 40 siiriiden aliman kan serumu 6rnekleriyle yapilan test sonucu BRSV
seroprevalansinin %47,06 oldugu tespit edilmistir (Goswami ve ark. 2017). Baska bir
calismada, Misir’da mandalarda BRSV enfeksiyonunun seroprevalanst %37,5 olarak
bildirilmistir (Ahmed ve ark. 2001). Pastrana ve ark. (2022) Kolombiya’da 861 manda
degerlendirilerek yapilan serolojik bir c¢alismada, mandalarda tespit edilen BRSV’ye ait
seroprevalans degeri %58,9 olarak bildirilmistir. Goswami ve ark. (2016) tarafindan yapilan
baska bir ¢calismada Kuzey Hindistan’in Punjab bdlgesinde 105 mandadan 51 inde %48,57’lik
BRSV’ye ait seroprevalans degeri saptanmistir. Tiirkiye’deki mandalarda yapilan ¢aligmada
BRSV seroprevalansi %28 olarak bildirilmistir (Akga ve ark. 2004).

Yapilan filogenetik calismalarla BRSV suslar1 9 alt grup iginde smiflandirilmistir.
Bazi Avrupa suslar (Ingiltere ve Isvigre) alt grup I’de; Hollanda, Belgika, Fransa, Danimarka,
Isveg ve Japonya'dan izole edilen suslar alt grup 1I’de; ABD kaynakl izolatlar alt grup I1I’de;
Alt grup IV, Avrupa ve ABD suslarini; V ve VI alt gruplart sadece Fransa ve Belgika
izolatlarin1 igermektedir. Alt grup VII daha sonraki yillarda tespit edilmistir ve halen
siiflandirilmamis bazi suslar bilinmektedir (Timurkan ve ark. 2019; Zhou ve ark. 2023). Alt
grup IX, Cin’de pnomonik buzagilarin akciger orneklerinden identifiye edilmistir (Zhou ve
ark. 2023). Tiirkiye’de solunum sistemi enfeksiyonu bulgulari gosteren sigirlarda alt grup I11

olarak saptanmistir (Hacioglu ve ark. 2019; Timurkan ve ark. 2019).

2.2.2.BPIV-3 Epidemiyolojisi

BPIV-3, sigir, keci, koyun, deve, alpaka ve lamalar dahil olmak iizere serolojik olarak
cesitli evcil ve vahsi ruminantlarda tespit edilmistir. Koyunlarda ve insanlarda capraz
enfeksiyonlar bildirilmistir (Albayrak ve ark. 2019). Iliman iklimlerde enfeksiyon en sik
sonbahar ve kis aylarinda ortaya ¢ikar ve siklikla diger akut solunum yolu viral enfeksiyonlari
ile birlikte seyreder. Nazal akintilar, okiiler akintilar ve damlacik enfeksiyonu yoluyla bulasir.
Bu nedenle meradan ahira alinma, hayvan pazarlarinda ve nakil sirasinda kalabalik ortamlarda

bulag artar. Deneysel olarak, BPIV-3 stabildir ve enfektivitesi ortam 1sis1 diistiikce (6°C)



enfektivitesi artan virusun nazal sekretlerdeki bulasiciligi en az 3 saat oldugu bildirilmistir.
BPIV-3"in ¢evresel kosullarda gergek enfektivite siiresi bilinmemektedir (Ellis 2010).

Kecilerde BPIV-3’ilin yayginlig1 ve 6nemi daha az belgelenmistir. Son zamanlarda,
BPIV-3 benzeri virlisler, norolojik belirtileri olan domuzlardan izole edilmistir. Prospektif
bulasma deneylerinde domuzlarin intranazal enfeksiyonunu takiben hafif solunum yolu
hastalig1 goriilse de, Minnesota ve lowa'daki domuzlar {lizerinde yapilan bir sero-taramanin
negatif sonuglarma dayanarak, bunlarin domuzlar1 enfekte eden ancak enzootik bir durum
olusturamayan BPIV-3 varyantlari oldugu sonucuna varilmistir (Ellis 2010)

Solunum yoluyla yayilan diger viruslar gibi BRSV ve BPIV-3 de solunum yollarinin
direncini azaltabilir ve hayvam1 sekonder akciger enfeksiyonlarina karst duyarli hale
getirebilir. BRSV veya BPIV3 i¢in yetiskin hayvanlar, gen¢ hayvanlara gore daha yiiksek
seropozitiflik oranlarina sahiptir. Sigirlarda yas gruplart ile BRSV veya BPIV3 arasindaki
iliski yetiskin hayvanlardaki temas olasiligiin yiiksek olusundan kaynaklanmaktadir (Solis-
Calderon ve ark. 2007).

Virusun ilk izolasyonu Amerika Birlesik Devletleri'nde nakil atesi saptanan sigirlarin
nazal akintisindan gergeklestirilmis olup, miksoviriis SF-41 olarak adlandirilmustir. ilerleyen
aragtirmalarda, BPIV-3’iin diinya c¢apindaki sigir popiilasyonlarinda endemik oldugu
gosterilmistir (Ellis 2010). Venezuella’da bes farkli bolgeden sigir serum drneklerinde BPIV-
3 seroprevalansinin %94 oldugu tespit edilmistir (Obando ve ark. 1999). Belgika’da
sigirlardan kan serumlarinda siirii diizeyinde %353,3, buzagilarda %9,4 oranlarinda BPIV-3
seropozitifligi saptanmustir (Pardon ve ark. 2011). Iran’m Khorasan Razavi ilindeki sigirlarda
gerceklestrilen serolojik arastirmada %89,5 oraninda BPIV-3 seropozitiflligi rapor edilmistir
(Roshtkhari ve ark. 2012). Sigirlarda ve kiigiik ruminantlarda BPIV-3 prevalansi iizerinde
Tiirkiye’de yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalarda, sigirlarda
enfeksiyonun seroprevalansinin % 11-91,1 (Alkan ve ark. 1997; Okur Gilimiisova ve ark.
2007; Yesilbag ve Giingor 2008; Alpay ve ark. 2014; Kadiroglu ve ark. 2020; Akpinar ve ark.
2022); kiiclik ruminantlarda ise %3,3-%48 arasinda oldugu rapor edilmistir (Cabalar ve
Ataseven 1999; Ataseven ve ark. 2010; Alpay ve ark. 2014; Kadiroglu ve ark. 2020). BPIV-3
niikleik asidinin subklinik mastitisli sigirlarin meme dokusunda da rapor edilmistir (Altun ve
ark. 2019).

Mandalarin (Bubalus bubalis), BPIV-3 dahil olmak iizere bir¢cok viral enfeksiyona
duyarli oldugu bildirilmistir. Manda sagligi ile ilgili potansiyel enfeksiyoz ajan olan BPIV-3

sigirlara bulagma riski nedeniyle epidemiyolojik 6nem tasimaktadir (Maidana ve ark. 2012).



Kamdi ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada geng¢ sigir ve mandalarda RT-PCR testi
ile BPIV-3'iin %3,69'luk bir insidansa sahip oldugu bildirilmistir (Kamdi ve ark. 2020). Lotfi
ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada 513 mandadan alinan serum Orneklerinden
yapilan serolojik test sonucu BPIV-3 e ait seroprevalans degeri %45,2 olarak tespit edilmistir.
Pastrana ve ark. (2022) tarafindan Kolombiya’da 37 g¢iftlikten 861 mandada
gerceklestirdikleri bir serolojik bir calismada toplam popiilasyonda %73,6; ciftlik diizeyinde
ise %100 seroprevalans orani rapor edilmistir. Goswami ve ark. (2017) Hindistan’in Punjab
sehrinde siit sigir1 ve manda karma yetistiriciliginin yapildigi 40 adet isletmede (82 sigir ve
105 manda) BPIV-3 seroprevalansint %27,8 olarak belirlemistir. Ak¢a ve ark. (2004)
Tiirkiye’de mandalarda yaptiklar1 ¢alismada BPIV-3 seropozitiflik oranimi %11 olarak
bildirirken, Miiftiioglu ve ark. (2021) BPIV-3 seropozitiflik oranint sigir, ke¢i, koyun ve
mandalarda sirastyla %56,2; %63; %32,2 ve %26 olarak belirlemislerdir.

Filogenetik arastirmalara goére BPIV-3 a, b ve c olmak iizere 3 genotip icinde
siniflandirilmaktadir. Genotip a, Amerika Birlesik Devletleri, Misir, Cin ve Japonya'da izole
edilmistir. Genotip b ilk olarak Avustralya'da bildirilmistir. Genotip c ise Cin, Giiney Kore ve
Japonya'da saptanmistir (Zhu ve ark. 2011; Sobhy ve ark. 2017; Konishi ve ark. 2014; Oem
ve ark. 2013; Neill ve ark. 2015; Horwood ve ark. 2008). Ayrica, her ii¢ genotip de
Arjantin'de rapor edilmistir (Maidana ve ark. 2012). Molekiiler ve serolojik arastirmalarda
Tiirkiye’de sirkiile oldugu bildirilen BPIV3 suslarinin genotip a ve c i¢inde yer aldig1 rapor
edilmistir (Albayrak ve ark. 2019; Timurkan ve ark. 2019; Miiftiioglu ve ark. 2021; Kiigiik ve
Yildirim 2022).

2.3.Klinik Goriiniim ve Patogenez
BRSV enfeksiyonunda hastalik tablosu yaygin olarak 2-6 aylik buzagilarda goriiliir,
ancak Oliimciil olgular duyarli veya immiinsupresif yetiskin hayvanlarda da ortaya cikabilir.
BRSV enfeksiyonunda diger ajanlarin neden oldugu buzagi pndmonilerinden farkli olarak, ani
baslayan tasipne ve ekspiratuar dispne veya “akciger soniimlenmesi" olmasidir. Enfeksiyonu
takibeden 3.glinden itibaren ates (>40°C), anoreksi, oksiiriik ve burun akintisi ile karakterize

bulgular dikkati ¢eker (Ellis 2013a).
BRSYV, pulmoner parankim de dahil olmak {izere solunum yollarindaki ¢esitli siliyer
ve siliyer olmayan epitel hiicrelerinde ¢ogalabilir. BPIV3’iin aksine, BRSV in vitro veya in
vivo olarak pulmoner alveolar makrofajlari (PAM) enfekte etmemesine karsin siirfaktan

tireten hiicreleri enfekte edebilmektedir (Ellis 2013a). BRSV’nin patolojik etkisinin enfekte
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hiicrelerin lizisinin yol agtig1 iist solunum yolundan alt solunum yoluna ilerleyen hiicre kayb1
ve pulmoner parankimde (tip I ve tip II pnomositler) apoptotik mekanizmalar ile sekillenen
hasar neticesinde olustugu bildirilmistir (Michel ve ark. 2008). Fiizyon proteininin F, alt
birimi, in vivo ve in vitro olarak BRSV’ye bagl sitopatolojinin karakteristik bir 6zelligi olan
sinsityum olusumuna aracilik eder. Filizyon proteininin translasyonu ile gelisen modifikasyon
sonucunda firetilen virokinler diiz kas kontraksiyounu indiikleyerek bronkospazma yol acar
(Ellis 2013a).

BPIV-3 ile enfeksiyonu ise 2-8 aylik sigirlarda yaygin olarak goriiliir. BPIV-3
enfeksiyonu subklinik seyredebilir veya nadiren oksiirtik, ates, depresyon, hiperpne, tasipne,
okulonazal akinti1 ve pnomoni gibi klinik bulgularla semptomatik seyredebilir (Berg ve
Moreno-Lopez 2013). Enfekte sigirlar, 8 ila 10 giin boyunca nazal sekresyonlarla BPIV-3
virusunu sagabilirler (Frank 1993).

BPIV-3, nadiren tek basma siddetli klinik bulgulara yol agar. Buna karsin, BPIV-
3’ln alveolar makrofajlar1 enfekte etmesi nedeniyle bu hiicrelerin akciger savunmasinda
onemli olan fagositik ve bagisiklik fonksiyonlarinin baskilanmasi, lenfosit blastogenezinin
baskilanmasi ve bakterilerin yikimlanmasinda 6nemli olan nétrofil fonksiyonunu bozarak
konagin bagisikligin1 zayiflattig1 icin sekonder bakteriyel pndmonilere yatkinlik olusturabilir
(Frank 1993).

Dogal enfeksiyonlarda, pnomoniden olen buzagilarda kaudal akciger loblarinda
amfizem tanimlanmistir. Deneysel enfeksiyonlarda, hafif rinit ve trakeobronsitten hafif ila
diffiiz pndmoniye kadar degigsmektedir. Bronsiyolit ve hafif bronsit, komplike olmayan primer
BPIV-3 pndmonisinin baglica histolojik lezyonlardir. Ust solunum yolunda, mono ve
poliniikleer hiicrelerin infiltrasyonu ile epitelyal hiperplazi, metaplazi veya nekroz gozlenir.
Alt solunum yollarinda, virus kiiclik bronglarda, bronsiyollerde ve alveollerde patolojiye
neden olur. BPIV-3 enfeksiyonunun akut evrelerinde, bir¢ok bronsiyal, bronsiyolar ve
alveolar epitel hiicresinde ve alveolar makrofajlarda eozinofilik intrasitoplazmik ve bazen
intraniikleer inkliizyon cisimcikleri gozlenir. Bronsiyolar ve alveolar duvarlarda epitelyal
sinsityum olusumunun bazi BPIV3 suslari ile enfeksiyonlarin belirgin bir 6zelligi oldugu
ancak BRSV’ye nazaran daha az yaygin oldugu bildirilmistir. Hafif 6demli bronsiyol
duvarlarinda nétrofil ve lenfosit infiltrasyonu izlenir. Alveoller atelektazik ve &demlidir.
Artan sayida makrofaj ve nétrofil igerir. Yiiksek dozda virus igeren deneysel enfeksiyonlar,

tip II pnomositlerin hiperplazisine ve alveolar septumun kalinlasmasina neden olur.
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Bronsiyolar eksudanin organizasyonu fibroz kitleli bronsiolitis obliteransina yol acabilir

(Berg ve Moreno-Lopez 2013).

2.4.Tam

Respiratorik sistem enfeksiyonlarinda semptomatik bulgulara bakilarak klinik tani
koymak zordur. Her iki enfeksiyonun tanisi; serolojik, virolojik ve molekiiler tani
yontemleriyle  gerceklestirilebilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalarda, serolojik testler
siklikla tercih edilmektedir (Ataseven 2021a).

BRSV’nun direkt tamis1 amaciyla, respiratorik hastalik bulgular1 gosteren
hayvanlardan laboratuvara antikoagulanli kan, nazal ya da nazofarengeal siiriinti,
konjunktival siirlintii ve trakeal kazint1 gonderilmelidir (Ataseven 2021a, Frank 1993, Larsen
2000; TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi 2014a). Hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu,
virusun oldukca labil olmas1 ve laboratuvara taginmasi sirasinda ¢ogunlukla enfeksiyozitesini
kaybedebilmesi nedeniyle oldukga zordur (Frank 1993). Laboratuvara ulastiktan sonra bile
stk yapilan dondurma-¢ézdiirme islemleri sonrast enfeksiydzitesi kaybolabilir. Hiicre
kiiltiirlerine inokulasyonundan itibaren 3 ila 7 gilin igerisinde intrasitoplazmik inkliizyon
cisimcigi ve sinsityum tarzinda sitopatojenite gelisimi gozlenir. Direkt tan1 yontemleri olarak,
ELISA, RT-PCR ve IF teknikleri kullanmilmaktadir (Ataseven 2021a). Indirekt tanida, kan
serumunda antikor saptanmasi amaciyla noétralizasyon ve indirekt ELISA teknikleri siklikla
kullanilmaktadir (Frank 1993).

BRSV enfeksiyonlar ile iligkili histopatolojik lezyonlarin postmortem bulgular: tani
koymada yardimcidir. Patolojik olarak, yaygin bir interstisyel amfizem ve interstisyel 6dem
vardir. Akcigerlerde amfizematoz biil gozlenebilir. Siklikla ortaya ¢ikan sekonder bakteriyel
pnomonide kranioventral akciger loblarinda konsolidasyon ortaya cikar. Histolojik lezyonlar
siklikla bronsiyol epitelinde ve akciger parankimasi boyunca sinsitiyal hiicrelerin varligiyla
karakterizedir (Frank 1993).

BPIV-3 enfeksiyonun tanisi i¢in laboratuvara canli hayvanlardan enfeksiyonun akut
faz1 sirasinda 6rneklenen nazal veya nazofarengeal siiriintii, trakeal kazinti, antikoagulanli kan
ile bronkoalveoler lavaj sivilar1 génderilebilecegi gibi; 6lii hayvanlardan akciger, mediastinal
lenf yumrulari, nazal siirlintii ve trakeal kazint1 gonderilebilir (Frank 1993; TC Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi 2014b; Ataseven 2021b). MDBK, RK-13, Vero, sigir ve kuzu fotal
akciger, bobrek, testis ve tiroid primer ve devamli hiicre kiiltiirleri BPIV-3 izolasyonunda

kullanilabilmektedir (Frank 1993; Ataseven 2021b). Virus izolasyonu i¢in en uygun doku
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akcigerdir (Frank 1993). Enfeksiyonun altinci giiniinden itibaren virus izole etme olasilig
zaman igerisinde azalmaktadir. Virus identifikasyonunda RT-PCR, direkt ELISA,
hemadsorbsiyon inhibisyon ve immiinofloresan testleri kullanilmaktadir. BPIV-3 06zgiil
antikorlar hemagliitinasyon inhibisyon, virus notralizasyon, indirekt ELISA, indirekt

immunfloresan ve plak rediiksiyon testleriyle saptanabilmektedir (Ataseven 2021b).

2.5.Immiinoloji

Sigirlarin - solunum sistemi hastaliklart (BRD) kompleksi; virus, bakteri ve
mikoplazmal mikroorganizmalar1 iceren multifaktoriyel bir hastalik olusumudur. Bu hastalik
kompleksinde Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni ve
Mycoplasma bovis gibi bakteriler de 6nemli rol oynamaktadir. BRD kompleksinin viral ve
bakteriyel patojenleri milyonlarca yildir konakgilariyla birlikte evrimlesmistir. Bu patojenler,
hem dogal hem de kazanilmis konak¢r immiin yanitindan korunmak icin karmasik
mekanizmalar gelistirmislerdir (Srikumaran ve ark. 2008).

BRSV; primer olarak siliyer hava yolu epitel hiicrelerinde ve tip II pnomositlerde
cogalarak farkli proinflamatuar sitokinleri ve kemokinleri indiikler, hiicresel adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu yonlendirir, nétrofilleri ve lenfositleri akcigere yonlendirerek
bronsiyolit ve interstisyel pnomoniye yol agar. BRSV ile enfekte olmus buzagilardan alinan
pnomonik lezyonlarda, IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-18, IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1a,
IFNa ve IFNb’nun artan ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Sigir NK hiicreleri,
NKp46*/CD3" lenfositleri olarak karakterize edilmistir (Guzman ve Taylor 2014).

Tip I IFN'ler, patojenlere yanit olarak konak hiicreler tarafindan salinan ozel
sitokinlerdir. Tip I IFN'ler, sitokinlerin ve kemokinlerin yukar1 regiilasyonu yoluyla dolayl
olarak veya NK hiicreleri, DH'ler ve lenfositler lizerinde direkt etkisiyle viral enfeksiyona
kars1 kazanilmig immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Durbin ve ark. 2013).
RSV, tip I IFN'lerin anti-viral etkilerine diger paramiksoviriislerden daha direnglidir ve hem
HRSV hem de BRSV'nin NS proteinleri in vitro tip I IFN’lerin indiiklenmesini baskiladigi
gosterilmistir (Guzman ve ark. 2014).

BPIV-3'lin dogal bagisikligi, esas olarak, model tanima reseptorleri (PRR) yani
retinoik asit ile indiiklenebilir gen I (RIG-I ve MDAS dahil RLR) ve benzeri reseptorler
(TLR) tarafindan indiiklenir (Elankumaran 2013). BPIV-3 enfeksiyonunda humoral
immiiniteden birincil olarak hemagliitinin-nérominidaz (HN) ve flizyon (F) yliizey

glikoproteinlerine karsi olusan ndtralizan anikorlar sorumludur. Korunmada HN antikorlari
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bliyiik rol oynamasina ragmen, yavrularda anti-HN antikorlarinin tek basina alt solunum yolu
enfeksiyonlarina kars1 tam korunma saglamadigi bildirilmistir. Bu nedenle buzagilardaki alt
solunum yolu enfeksiyonlarina karst korunmada anti-F antikorlarinin ve hiicresel bagisikligin
da etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir. Tip | interferon, sitokinler ve protein kinaz R (PKR)
ve 2', 5'-oligoadenilat sentaz gibi interferonla indiiklenebilir genler enfeksiyonu takiben RLR
ve TLR ile aktive edilir. RLR ve TLRIler tarafindan aktivasyonu, hiicre tipine bagli olarak tip
I IFN ve sitokini indiikler (Elankumaran 2013).

BPIV-3 ile enfeksiyondan sonra IgG ve IgM tipi ve mukozal (nazal) IgA tipi hem
lokal hem de sistemik viriis nétralize edici antikorlar iiretilir (Elankumaran 2013). BPIV-3
enfeksiyonlarinda sekretorik IgA’lar da 6nemli rol oynamaktadir. Kuzularin tiikriik, gozyasi,
akciger, trakeabronsiyal ve nazal sekresyonlarinda IgA; kolostrum, siit , safra ve kan da ise
IgG baskin immiinglobulin tipleridir. Bunun diginda alt solunum yollar1 ve trakeabronsiyal
cikartilarda hemagliitinasyonu inhibe eden ve komplementi baglayan antikorlar da
gosterilmistir (Ataseven 2021b). Reenfeksiyondan sonra yiiksek titreye ulasan serum
antikorlar1 5 ay varhigimi devam ettirir ancak mukozal antikorlar hizla azalir. Kompleman,
notrofiller ile lenfositlerin sitotoksik etkisini 6nemli 6lgiide arttirmaktadir (Elankumaran
2013).

2.6.Korunma ve Kontrol Stratejileri

Genel oOnlemler kapsaminda BRSV ve BPIV-3 hastaliklarina karst korunmanin
basinda asilama oldugu gibi uygun ¢evresel kosullarin saglanmasi ve stres faktorlerinin
azaltilmasi da dahil olmak iizere BRD'nin gelisiminda rol oynayan risk faktorleri en aza
indirilmelidir. BRSV ve BPIV-3 enfeksiyonlarinda indirekt bulasma ¢ok yaygin
gorildiiglinden siiriiler aras1 bulagsmaya dair risk faktorleri dikkatle degerlendirilmelidir.
Siirtide enfeksiyonun dolagimimi en aza indirgeyecek temizlik, hijyen ve sanitasyon gibi
biyogiivenlik uygulamalar1 hem hayati hem de ekonomik 6nem tasir. Her iki virus labil
Ozellikte olmasi nedeniyle deterjanlarla hizlica inaktive olabilirler. Ciftlikte ¢alisan
personellerin ¢izme , bot vb giysilerinin daima temiz olmasi, disaridan gelen ziyaretgilerin de
bagka bir yerden etken tasimamalarimi saglamak i¢in yedek giysiler temin edilmelidir
(Makoschey ve ark. 2021).

BRD kontrolii ve 6nlenmesine yonelik dogal immiinomodiilasyon, hastalik direnci ve
as1 yanitindaki varyasyonlarin altinda yatan genetik iliskinin tanimlanmasi gibi yeni

yaklagimlar bulunmaktadir. Deneysel BRSV enfeksiyonunda hayvanlarin  genetik
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varyasyonunun analizi immiinite ile ilgili genlerdeki belirli motiflerin yiliksek veya diistik
antikor ve T hiicre yanit1 ile ilgili oldugunu diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, bu arastirma,
BRSV ve BPIV-3"in neden oldugu hastaliklara karsi daha direngli hayvanlarin segilmesine
yon verebilir ve as1 etkinligini arttirmanin yeni yollarini agabilir (Glass ve ark. 2012; McGill
ve Sacco 2020; Makoschey ve ark. 2021).

Hasta hayvanlarin tedavisinde destekleyici tedavi Onemlidir. Sivi sagaltimiyla
elektrolit dengesinin korunmasi, enerji diizeyinin korunmasi gibi uygulamalar yapilabilir.
Ancak iyilesme gozlenmezse ve sekonder enfeksiyonlar gelisirse hastaliga sebep olan
bakterilerin duyarli oldugu antibiyotikler belirlenip uygulanmalidir. BRD ile iliskili
hastaliklarda kortikosteroidler immiin sistemi baskiladigi i¢in Onerilmez ancak non-steroid
antienflammatuvar ilaglar (NSAID) kullanilabilir (Makoschey ve ark. 2021). Yakin zamanda
bir BRSV enfeksiyonu modelinde antiviral ve non-steroid antienflamatuvar ilaglarin
kombinasyonuyla yapilan bir tedavide umut verici sonuglar elde edilmistir (Walsh ve ark.
2020)

Buzag1 besleme doneminde kolostrum yonetimi iyi saglanmalidir. Kolostrumla birlikte
anneden alman diisiik IgG diizeylerinin dahi BRSV enfeksiyonuna kars1 az da olsa koruyucu
oldugu bildirilmistir (Pardon ve ark. 2015). Kolostrum, immiinoglobulinler, sitokinler,
laktoferrin ve laktoperoksidaz gibi antimikrobiyalleri igerir. Bununla birlikte, maternal antikor
ve agilar arasindaki etkilesime iliskin kapsamli aragtirmalar maternal antikor varligimin asi
etkinligini ve dolayisiyla korumay: azalttigin1 gostermistir. Ayrica, Fulton ve ark. (2004)
maternal antikorlarin sagladigi immiinitenin siiresinin yagamin ilk 24 saatinde kolostrumla
buzag: tarafindan alinan antikor miktarina bagl oldugunu ancak biiyiik 6l¢iide 16 ila 28 giin
arasinda yar1 Omre sahip oldugunu bildirmislerdir (Barry ve ark. 2022). Dolayisiyla,
buzagilarda maternal antikorlarin degisken yar1 omre sahip olmalari nedeniyle asilama
programlarini belirli bir zaman noktasina standardize edilmesi zorlasmaktadir (Kolb ve ark.
2019). Siddetli BRSV hastaliginin en yiiksek insidansi 2 ila 6 ay arasinda oldugundan, etkili
bir BRSV agsis1, yasamin ilk aylarinda etkili bir immiin yaniti uyarabilmelidir. Maternal
antikorlar, RSV nétralizan serum antikorlarinin varligi su anda basarili asgilamanin Oniinde
biiyiikk bir engel teskil etmektedir (Valarcher ve Taylor 2007). Mevcut ticari asilama
stratejileri, BRSV'ye kars1 koruma saglamak i¢in asimin uygulama yoluna (parenteral veya
intranazal) ve tipine (Ateniie ya da modifiye canli -MLV ve inaktif agilar) gére degisir. Son
arastirmalar, maternal antikor varliginda parenteral asilamanin buzagilarda klinik hastalig

onleyemeyebilecegini gostermistir (Kolb ve ark. 2019). Ruminantlar esas olarak nazal
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mukoza plazma hiicrelerinden yoksun olarak dogarlar (Ellis ve ark. 2018), bununla birlikte
yenidogan buzagilarda yasamin erken donemlerinde {ist solunum yollart mukozasinda
yerlesik “Mukoza Iliskili Lenfoid Dokunun (MALT)” islevsel hale gelmesiyle etkin sekilde
uyarilabilen mukozal immun yanit sayesinde buzagilarda intranazal yolla uygulanabilen
atenliye/modifiye canli BRSV ve BPIV-3 asilar1 maternal antikorlar varliginda bile koruyucu
bagisiklik olusturabilmektedir (Kimman ve ark. 1989; Chase ve ark. 2008; Ellis ve ark.
2013b). Intranazal asilama, IgA iiretimi yoluyla mukozal yiizeylerde lokal bagisiklik
saglamak i¢in kullanilmaktadir. (Ellis ve ark. 2018) Intranazal asilama yaklasik 60 giin
boyunca lokal koruma saglamaktadir (Sherwin ve ark. 2018). Buna karsin, mukozal olarak
iletilen antijenlerin, enfeksiyon olusumunu azaltmaktan ziyade hastalig1 dnleme olasilig1 daha
yiiksektir (Xue ve ark. 2010). Bir fare modelinde, intranazal yolla asinin uygulanmasi sonucu
giiclii Th-1, Th-17 ve antikor yanitlar1 géstermistir (Noor ve ark. 2018).

Canli BRSV asilar1 ilk olarak 1978'de Avrupa'da, kisa bir siire sonra Kuzey
Amerika'da 1980'lerin basinda kullanima sunulurken canli BRSV asilarinin lenfokin (IL-2 ve
IFN-gamma) ve noétralizan antikor yanitlarini uyardigi bildirilmistir (Ellis 2016). Canli RSV
asilart dogal humoral ve hiicresel bagisikligin yani1 sira mukozal bagisikligi da genis Olciide
uyarabilmektedir (Noor ve ark. 2018).

Inaktif RSV asilarinin tarihi, 1960'larin sonlarinda, formalin ile inaktive edilmis alum ile
adjuvantlanmig tek bilesenli HRSV asisini igeren bir basarisiz ¢alismayla baslamistir (Ellis
2016). Formalin ile inaktive edilen BRSV (FI-BRSV) agilani ile asilanmis buzagilarda
asilamanin enfeksiyona karst korumadigin1 (Gershwin ve ark. 1998), bazi arastirmalar da
virus replikasyonuna karg1 farkli diizeylerde koruma saglamasina ragmen serum IgE
diizeylerinde artis ve pulmoner eozinofili ile iligkili klinik tablo gelisimi bildirmektedir
(Antonis ve ark. 2003). Inaktivasyon siirecinin BRSV epitoplarinda olusturdugu degisimin
sitotoksik T lenfosit aktivitesini ve fonksiyonel antikorlarin indiiksiyonunu degistirebildigi
ileri stiriilmistiir. Ayrica, daha o6nce formalin ile inaktive edilmis BRSV ile asilanmis
buzagilarda BRSV enfeksiyonunu takiben interferon gama {iretiminin azaldigi da
gozlemlenmistir (Makoschey ve ark. 2021). Yapilan bir arastirmada, inaktif BRSV asilarinin
uygulanmasinin gen¢ buzagilarda maternal antikorlar varliginda yalnizca sagilmanin
azalmasmi sagladigi, ancak klinik belirtilerde veya akciger patolojisinde azalma olmadigi
tespit edilmistir (Valarcher ve ark. 2021). FI-HRSV'nin neden oldugu antikorlarin zayif
noétralizan yapida olduguna dair kanitlar vardi. Bu nedenle, giiclii bir mukozal ve sistemik

koruyucu immiin yanitin yoklugu, as1 olunmasma ragmen bireyleri dogal HRSV
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enfeksiyonuna karsi duyarl hale getirmis ve viral antijenlerin ekspresyonu bir immiinpatojen
yanita yol agmistir. Bu immiinpatojenik yanitin, akcigerlerde immiin komplekslerin birikmesi
ve kompleman aktivasyonunun ve diger inflamatuar hiicrelerin yiiksek derecede akcigerlere
alinmasiyla sonucglanan giiclii bir Th-2 immiin yanitin indiiklenmesine aracilik ettigi 6ne
stirilmistiir (Valarcher ve Taylor 2007).

Alum adjuvanli FI-HRSV agis1 ile murin modelleri lizerinde yapilan calismalar
immiinolojik asir1 duyarlilik reaksiyonlarmin anahtar aracilart oldugu kanitlanan Th2
hiicrelerinin giiglii bir indiikleyicisi oldugunu gostermistir (Antonis ve ark. 2003).

BPIV-3'lin kesfinden kisa bir siire sonra, bu virusa kars1 ilk inaktif asilar gelistirildi ve
bunu birkag yil sonra modifiye canli virus (MLV) asilar1 takip etti (Makoschey ve ark. 2021).
BPIV-3 i¢in modifiye canli virus (MLV) asilarinin dnce parenteral ve daha sonra intranazal
olarak gelisimi 1960'larda basladi ve glinlimiizde halen arastirmalar devam etmektedir (Ellis
2010). Parenteral (subkutan veya intramuskiiler) ve intranazal olarak her iki as1 tipinin hem
lokal hem de sistemik antikor yanitlarini uyardigi gosterilmis olmasina ragmen, bu durum
asilama sirasindaki lokal ve sistemik antikor konsantrasyonlarinin durumuna baghdir (Ellis
2010; Xue ve ark. 2010). Maternal antikorlarin varliginda 7 haftalikken canli veya inaktif
asilar parenteral uygulandiginda antikor titrelerinde artis olmaksizin canli as1 grubunda
hiicresel bir yanit sekillenmistir (Chase 2008).

Parenteral formlarin disinda ticari bir canli intranazal BPIV-3 asis1 da isletmelerde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bryson ve ark 1999). Maternal antikor varliginda en basarili
statejilerden biri gen¢ buzagilarda BHV-1, BRSV velveya BPIV-3 iceren intranazal (IN)
asilarin kullanilmasidir (Chase 2008). IN canli viriis agisinin buzagilarda iist solunum yolu
hastaliklarinin kontroliinde etkili oldugu gdsterilmistir (Bryson ve ark. 1999). Bir calismada
geng buzagilarda bivalan canli BPIV-3iin de bulundugu asiyla intranazal asilamadan 5 giin
sonra immun yanit sekillenmistir (Nuijten ve ark. 2022). Baska bir ¢alismada (Xue ve ark.
2010) multivalan (BVDV, IBR, BRSV, BPIV-3) MLV intranazal asiyla asilanmis buzagilarda
viral sa¢ilimin azaldigi ve daha az ciddi pulmoner lezyonlarin goriildiigii bildirilmistir.
Intranazal asi, burun mukozasinda ¢ogalabilme ve humoral antikor interferenzine maruz
kalmaksizin mukozal bagisikligi uyarabilme avantajina sahiptir. IN asilart tarafindan
baslatilan mukozal bagisikligin, sadece hastalifi azaltmaktan ziyade enfeksiyonu oOnleme
olasiligr da daha yiiksektir (Chase 2008). Yapilan bir ¢alismada (Bryson ve ark. 1999)
sicakliga duyarli mutant BPIV-3 susunu i¢eren canli bir intranazal as1 virusunun neden oldugu

pnomoniye kars1 onemli bir koruma saglamistir.
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3.i GEREC VE YONTEM

3.1.Gerec¢
3.1.1.Hayvan Materyali

Bu tezdeki ¢alisma protokolii Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu (Tarih: 19.08.2021; Karar No. 2021-05-09) tarafindan onaylanmuistir.

Arastirmada, Kasim 2020-Mart 2021 tarihleri arasinda manda popiilasyonunun en
yogun oldugu Hatay ilinin Kirikhan ilgesinde halk elinde yetistirilen BRSV ve BPIV-3
yoniinden as1 uygulanmamis 3 ay-3 yas araligindaki saglikli goriiniislii toplam 150 adet
mandadan antikoagulanli ve jelli tiiplere kan oOrnekleri tesadiifi Ornekleme ile
gerceklestirildi. Ornekler, sadece manda (n:50) veya karma (manda ve sigir) (n:100)
yetistiriciligin yapildigi 18 adet aile isletmesindeki 3-<6 ay yas grubunda 35 adet ve >6
ayligin tizerinde 115 adet mandadan toplandi. Popiilasyon 12,91+7,45 ay yas ortalamasina
sahipti. Orneklemdeki isletme sayisi, isletmedeki manda sayisi, cinsiyet ve isletme tipine

gore dagilimlar Cizelge 3.1.1°de gosterildi.

Isletme Isletmedeki Isletme Tipi Cinsiyet Dagilim
Sayisi Manda Sayisi Disi Erkek
1 8 Karma 6 2
2 10 Karma 9 1
3 6 Manda 3 3
4 5 Manda 3 2
5 7 Karma 3 4
6 11 Karma 6 5
7 2 Manda - 2
8 19 Manda 9 10
9 15 Karma 7 8
10 5 Karma 4 1
11 10 Karma 7 3
12 6 Karma 3 3
13 1 Manda 1 -
14 2 Manda - 2
15 7 Manda 2 5
16 1 Karma - 1
17 8 Manda 5 3
18 27 Karma 13 14

Toplam 50 N s 69

Cizelge 3.1.1.Manda 6rneklerinin isletme tipi, yas ve cinsiyete gore dagilimlar
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3.2. Yontem
3.2.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Kan Serumu Ornekleri
Silikon jel igeren tiiplere alinan kanlar laboratuvarda 3000xg devirde 5 dakika santrifiij
edildi. Ustte kalan serum 100-1000 pL hacimli mikropipet ucu yardimiyla eppendorf tiiplerine

aktarilarak test edilinceye kadar -20°C derin dondurucularda saklandi.

3.2.1.2. Antikoagulanh Kan Ornekleri

Antikoagulan madde olarak EDTA igeren tiiplere alinan kanlar laboratuvarda 800xg
devirde 5 dakika santrifiij edildi. Tabakalanan kan orneginin orta tabakasinda yer alan
bulutumsu (16kosit) tabaka 100-1000 pL hacimli mikropipet ucu yardimiyla i¢cinde 2 mL PBS
bulunan tiiplere aktarildi. Ornekler, test edilinceye kadar -20°C derin dondurucularda

saklandi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
3.2.2.1. Viral Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Antikoagulanli kan 6rneklerinden viral niikleik asit varlignin tespiti i¢in 6n asama
olan viral niikleik asidin izolasyonu ticari niikleik asit ekstraksiyon kiti (Roche HighPure
Viral Nucleic Acid Extraction kit, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. 200°er pL olacak
sekilde eppendorf tiiplerine alinan siipheli 6rneklerin tizerine 200 pL proteinaz K enzimi ve
baglanma soliisyonu igerisinde hazirlanan tasiyict (poly A) igeren ¢alisma soliisyonundan 200
uL eklenerek vortekslendikten sonra 72°C’de 10 dakika su banyosunda inkube edildi.
Inkubasyondan sonra 100’er pL baglanma soliisyonu eklenen tiipler tekrar vortekslenerek
onceden ornek numaralar1 yazilmis olan spin kolon tiiplerine aktarildi. Spin kolon filtre iceren
tiipler 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi ve alttaki tiipler atilarak spin kolon filtreler yeni bos
tiiplere yerlestirildi. Spin kolon filtreli tiiplere 450uL inhibitér uzaklastirict tampon eklendi ve
8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra yeni bos tliplere alinan spin
kolon filtrelerin lizerine 500uL yikama soliisyonu eklendikten sonra 8000xg’de 1 dakika
santrifiij edildi. Bu islemden sonra, spin kolon filtreler yeni bos tiiplere alindiktan sonra son
bir kez 13000xg’de 10 saniye santrifiij edilerek rezidiiler uzaklastirildi. Son asamada viral
niikleik asidin aktarilacagi eppendorf tiiplerine alan spin kolon filtrelere 50’ser pL eliisyon

tampon eklenerek 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Ependorf tiiplin i¢indeki spin kolon
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filtreler atild1 ve ependorf tliplerin i¢inde kalan niikleik asid ekstraktt PCR amplifikasyonunda

kullanilmak tizere test edilinceye kadar -20°C derin dondurucularda saklandi.

3.2.2.2. Reverz Transkripsiyon: Komplementer Deoksiriboniikleik Asit (cDNA)
Sentezi

Niikleik asit ekstraktlar1 kullanomdan 6nce oda kosullarinda ¢6zdiiriildiikten sonra buz
blogu tizerine alindi. Ticari cDNA sentez kiti (OneScript Plus, Applied Biological Materials
Inc., Kanada) kullanilarak viral RNA komplementer DNA (cDNA)’nin sentezi igin buz blogu
lizerine alinan ependorf tiipleri i¢cinde 6rnek basma 4pulL 5SXxRT tamponu, 1uL dNTP, 1pL
random hekzamer primerler, 1pL One Script Plus RTaz ve 11puL niikleaz igermeyen su olacak
sekilde mastermiks hazirlandi. Ornek sayis1 kadar buz bloguna hazirlanan PCR mikrosantrifiij
tiplerine 18uL mastermiks karisimi dagitilarak tizerlerine 2ul. 6rnek RNA’s1 ilave edildi.
Nazikce karistirilan karistm c¢cDNA sentezi i¢in 55°C’de thermal cycler i¢inde 15 dakika
inkiibe edildi. inkubasyon sonunda 85°C’de 5 dakika tutularak durdurulan reaksiyon sonunda
elde edilen cDNA’lar BRSV ve BPIV-3 niikleik asidlerine yonelik spesifik PCR
amplifikasyonunda kullanildu.

3.2.2.3. BRSV i¢in Viral Niikleik Asit Amplifikasyonu

BRSV niikleik asitinin spesifik PCR amplifikasyonunda Vilcek ve ark. (1994)’nin
bildirdigi PCR amplifikasyon protokolleri kullanilarak gergeklestirildi. BRSV niikleik
asidinin nested PCR ile spesifik amplifikasyonu fiizyon (F) gen bolgesineyonelik 4 adet
primer cifti (B1-AATCAACATGCAGTGCAGTTAG/B2A-
TTTGGTCATTCGTTATAGGCAT, B3-
GTGCAGTTAGTAGAGGTTATCTTAGT/BAATAGTTCTTTAGATCAAGTACTTTGCT)
kullanildi (Cizelge 3.2). PCR amplifikasyonunda 12,5 mM MgCl, igeren ticari PCR
mastermiksi (5xHot FIREPol, Solis BioDyne, Estonya) kullanildi (Cizelge 3.3).
Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla, 0,2pg/mL konsantrasyonunda (Safe View Fire Red,
ABM, Kanada) niikleik asit boyasi ilave edilerek 0,5XTBE (Tris Boric Acid-Ethylene
Diamine Tetra Acetic Acid) soliisyonu i¢inde %1,5’luk olarak hazirlanmig olan agarozda
(Prona, Avrupa Birligi) elektroforez islemi uygulandiktan sonra BRSV i¢in 481 bp
biiyilikliigiindeki spesifik iiriin bantlar1 jel goriintiileme sistemi (UVP EC3W Darkroom,
Cambridge, Birlesik Krallik) yardimiyla 100-3000 bp’lik DNA standardi (100bp DNA Ladder
Plus, Hibrigen Biyoteknoloji, Tiirkiye) ile karsilastirmak suretiyle incelendi. Negatif kontrol
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olarak DNase/RNase distile su, BRSV pozitif kontrolii olarak laboratuvarimizda 6nceden

pozitif oldugu belirlenerek dizin analizi ile konfirme edilen BRSV susu kullanildi.

3.2.2.4.BPIV-3 icin Viral Niikleik Asit Amplifikasyonu

BPIV-3 niikleik asiti igin PCR amplifikasyonunda Maidana ve ark. (2012)’nin
bildirdigi PCR amplifikasyon protokolleri kullanildi. BPIV-3 niikleik asidinin spesifik
amplifikasyonu ise virusun matriks (M) gen boélgesine yonelik 2 adet primer ¢ifti (M1-
AGTGATCTAGATGATGATCCA/M2-GTTATTGATCCAATTGCTGT) kullanilarak
gerceklestirildi. PCR amplifikasyonunda 12,5 mM MgCI; igeren ticari PCR mastermiksi
(5xHot FIREPol, Solis BioDyne, Estonya) kullanildi. Amplikonlarin goriintiilenmesi
amaciyla, 0,2pg/mL konsantrasyonunda (Safe View Fire Red, ABM, Kanada) niikleik asit
boyasi ilave edilerek 0,5XTBE (Tris Boric Acid-Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid)
soliisyonu iginde %]1,5’luk olarak hazirlanmis olan agarozda (Prona, Avrupa Birligi)
elektroforez islemi uygulandiktan sonra BPIV-3 i¢in 328 bp biiyiikliiglindeki spesifik iiriin
bantlar1 jel gorilintiileme sistemi (UVP EC3W Darkroom, Cambridge, Birlesik Krallik)
yardimiyla 100-3000 bp’lik DNA standardi (100bp DNA Ladder Plus, Hibrigen
Biyoteknoloji, Tiirkiye) ile karsilagtirmak suretiyle incelendi. Negatif kontrol olarak
DNase/RNase distile su kullanildi.

3.2.3. Serolojik Analizler
3.2.3.1.BPIV-3 Spesifik Antikor Tespiti icin indirekt ELISA

Manda serumlarinda BPIV-3 spesifik antikor varlig: ticari bir indirekt ELISA Kiti
(Monoscreen Ab ELISA, double wells, Bio-X Diagnostics, Belgika) kullanilarak firetici
firmanin kit kilavuzunda belirttigi sekilde test edildi. ELISA pleytlerinde tek rakamli gozler
(1,3,5,7,9,11) PI3 viral antijenle kapliyken, ¢ift rakamli gozler (2,4,6,8,10,12) kontrol olarak
degerlendirildi. Her serum Ornegi tek ve cift rakamli gozlerde test edildi. ELISA pleytinin
G11 ve G12 gozleri pozitif, H11 ve H12 gozleri negatif kontroller igin ayrildi. Oncelikle
kontroller ve tiim serum Orneklerinin ayr1 bir pleytte 1/10 6n sulandirmasi hazirlandi.
Onceden 90 pL sulandirma tamponu eklenen kit gozlerine her serumun 1:10’luk
sulandirmalarindan 10uL alinarak 1:100 sulandirmalart hazirlandi. Tiim serum ornekleri ve
kontroller 21°C+3°C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Siire sonunda 3 kez yikama tamponu ile
yikand1 ve pleyt gozleri dikkatli bir sekilde kurutuldu. Tiim gozlere, sulandirma tamponu

igerisinde 1:50 oraninda hazirlanan konjugat soliisyonundan 100uL eklenerek 21°C+3’de 1
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saat inkubasyona birakildi. Stire sonunda 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve pleyt gozleri
dikkatli bir sekilde kurutuldu. Tiim goézlere 100uL kromojen soliisyonu eklendi ve karanlik
ortamda 21°C+3°C’de 10 dakika beklendikten sonra tiim gozlere S0uL “Reaksiyon durdurma
(Stop)” soliisyonu eklenerek 450nm dalga boyunda ELISA okuyucuda optik dansite degerleri
okutuldu. Sonuglar kit kilavuzunda belirtilen matematiksel yontem kullanilarak asagida

belirtilen formiilasyonla hesaplandi (Cizelge 3.2.3.2).

(+) kontrol: PK OD450>0,8 % Deger = Serum ODgso X 100
(-) kontrol: NK ODys0<0,3 Pozitif Kontrol ODgsg
Degerlendirme Seropozitivite Dereceleri
<20% Negatif
>20 - <40% +
>40 - <60%% ++
>60 - <80%% +++
>80 - <100%% ++++
100%< o+t

Cizelge 3.2.3.1.BPIV-3 indirekt ELISA sonuglarinin degerlendirme ve seropozitivite formiilii.

3.2.3.2.BRSV Spesifik Antikor Tespiti icin indirekt ELISA

Manda serumlarinda BRSV spesifik antikorlarmin varligi BRSV antijeni kapl ticari bir
indirekt ELISA Kkiti (CIVTEST Bovis BRSV ELISA, Hipra Laboratories, Ispanya)
kullanilarak tiretici firmanin kit kilavuzunda belirttigi sekilde test edildi. Baslangigta bos bir
ELISA pleytinde sulandirma soliisyonu yardimiyla serum oOrneklerinin 1:20’lik
sulandirmalari hazirlandi. ELISA pleytinin kontroller hari¢ tiim gozlerine 40 pL sulandirma
soliisyonu eklendikten sonra 1:20’lik serum sulandirmalarindan multikanal mikropipet
yardimu ile kendilerine ait gozlere 10uL aktarilan serum 6rneklerinin S0uL hacim i¢indeki

1:100 sulandirmalar1 hazirlandi. Pozitif ve negatif kontroller sulandirilmadan ayrilan pleyt
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gozlerine yerlestirildi. Serum 6rnekleri ve kontrolleri igeren ELISA test pleytleri 37°C’de 1
saat inkubatdrde inkubasyona birakildi. Bu siire sonunda 3 kez yikama tamponu ile yikanip
kurutulan pleytlere S0puL konjugat soliisyonu eklendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkubasyon sonunda yikama ve pleyt gozlerinin kurutma asamalar1 tekrar edilerek
tiim gozlere SOuL substrat soliisyonu eklendi ve karanlik ortamda oda 1s1sinda (18-25°C) 15
dakika bekletildi. inkubasyondan sonra tiim gozlere 50uL “Reaksiyon durdurma (Stop)”
soliisyonu eklenerek 450nm dalga boyunda ELISA okuyucuda optik dansite degerleri
okutuldu. Sonugclar, kit kilavuzunda belirtilen matematiksel yontem kullanilarak asagida

gosterilen formiilasyon gore hesaplandi (Cizelge 3.2.3.1).

Pozitif Kontrol (PK) OD450>0,9

Pozitif Kontrol ODgso, Negatif Kontrol (NK) OD450>5

% IRPC = Serum ODyso- NK ODyso x 100 <20% Negatif

PK ODgs0- NK ODysg >20% Pozitif

Cizelge 3.2.3.2.BRSV indirekt ELISA sonuglarmin degerlendirme formiilii

3.2.4. Istatistiksel Analizler

BPIV-3 ve BRSV seroprevalanslar iizerine isletme tipi (karma/manda), yas ve
cinsiyet etkisinin belirlenmesinde Ki-kare ve Fisher’in kesin testi kullanildi. Tanimlayici
istatistikler frekans-yiizde olarak gosterildi. Istatistik olarak anlamli fark smir1 P<0,05
olarak belirlendi. Istatistiksel analizlerde IBM SPSS 23.0 istatistik paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. PCR Bulgulan
Mandalardan toplanan kan 6rneklerinin hi¢birinde BRSV ve BPIV-3 niikleik asitleri

tespit edilmedi.

4.2.Serolojik Bulgular

4.2.1.BPIV-3 Antikor Varhg:

Bu tez ¢aligsmasinda 6rneklenen 150 manda serumundan 132 adedinde (%388) ve tiim
stirtilerde  (%100) seropozitiflik belirlendi. BPIV-3 i¢in isletme diizeyindeki
seropozitiflik oranlar1 %33,3-100 arasindaydi. Yetistirme tiplerine gore, karma
yetistiricilik yapan isletmelerde BPIV-3’e ait seropozitiflik oranlarinin %75-100 ve
sadece manda yetistiriciligi yapan isletmelerde ise %33,3-100 arasinda oldugu saptandi
(Cizelge 4.2.1a). Orneklenen hayvanlardan 59 erkek (39,3) ve 73 disi (48,6) hayvanda
BPIV-3 virusuna spesifik antikor varligi belirlendi. Yas gruplarina gore ise 3-6 aylik
yasl gruplarda 33 (%22), 6 ayliktan biiyiik gruplarda ise 99 (%66) adedinde BIPV-3‘e
ait seropozitiflik tespit edildi (Cizelge 4.2.1b). BPIV-3 spesifik antikor diizeyleri {iretici
firmanin bildirdigi sekilde +1°den +5’e gore siralandiginda 3-6 aylik grupta +2, >6 aylik
grupta +5 pozitivite degerinin yiiksek oldugu belirlendi (Cizelge 4.2.1c).

4.2.2.BRSV Antikor Varh@

Bu tez ¢alismasinda, 18 isletmeden 4 adedinde (%22,2) ve orneklenen 150 manda
serumunundan 6 adedinde (%4) BRSV spesifik antikor varligi belirlendi (Cizelge 4.2.1a).
BRSV i¢in isletme diizeyindeki seropozifiklik oranlari %0-30 arasindaydi. Yetistirme
tiplerine gore; karma yetistiricilik yapan isletmelerde % 3,7-30 arasinda gozlenirken,
sadece manda yetistiriciligi yapan 1 adet isletmede %16,7 BRSV spesifik antikor varligi
belirlendi. Cinsiyete gore; 2 erkek (% 1,3) ve 4 disi hayvanda (%2,6) BRSV virus spesifik
antikorlar tespit edilirken, 3-6 aylik yasl gruplarda 2 (%]1,3), 6 ayliktan biiylik gruplarda 4
(%2,6) adedinde BRSV seropozitifligi tespit edildi (Cizelge 4.2.1b).
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Isletme No. Isletmedeki Manda No. Isletme Tipi Seropozitif Hayvan Sayisi
BPIV-3 BRSV
n (%) n (%)

1 8 Karma 6 (75) 1(12,5)

2 10 Karma 9 (90) 3 (30)

3 6 Manda 2 (33,3) 1(16,7)

4 5 Manda 4 (80) -

5 7 Karma 6 (85,7) -

6 11 Karma 9(81,8) -

7 2 Manda 2 (100) -

8 19 Manda 18 (94,7) -

9 15 Karma 12 (80) -
10 5 Karma 5 (100) -
11 10 Karma 9 (90) -
12 6 Karma 6 (100) -
13 1 Manda 1 (100) -
14 2 Manda 2 (100) -
15 7 Manda 7 (100) -
16 1 Karma 1 (100) -
17 8 Manda 7 (87,5) -
18 27 Karma 26 (96,3) 1(3,7)

Toplam n (%) 132 (88,0) 6 (4,0)
Cizelge 4.2.1a.BRSV ve BPIV-3 spesifik antikorlar1 yoniinden seropozitif hayvan sayisi.
Parametreler BPIV-3 Seropozitif BPIV-3 BRSV Seropozitif BRSV

n (%) P degeri n (%) P degeri

Isletme Tipi

Manda (n:50) 43(86,0) 0,602 1(2,0) 0,664

Karma (n:100) 89 (89,0) 5 (5,0)

Yas

3-6 ay (n:35) 33(94,3) 0,246 2(5,7) 0,624

>6 ay (n:115) 99 (86,1) 4 (3,5)

Cinsiyet

Disi (n:81) 73(90,1) 0,454 4(4,9) 0,687

Erkek (n:69) 59 (85,5) 2(2)9)

Toplam n (%) 132 (88,0) 6 (4,0)

Cizelge 4.2.1b.Her iki virus i¢in seropozitifligin isletme tipi, yas ve cinsiyet gruplarinin istatistiksel

degerlendirmesi (p<0,05).
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Seropozitivite Diizeyi 3-6 ay >6 ay

n:35 (%) n:115 (%)
+1 5(14,3) 22 (19,1)
+2 10 (28,6) 17 (14,8)
+3 6 (17,1) 19 (16,5)
+4 5(14,3) 14 (12,2)
+5 7 (20,0) 27 (23,5)
Toplam n (%) 33 (94,3) 99 (86,1)

Cizelge 4.2.1c.Yas gruplarina gére BPIV-3 seropozitivite diizeylerinin dagilimu.

4.3.istatistiksel Bulgular
Isletme tipi, yas ve cinsiyetin BRSV ve BPIV-3 seroprevalanslar iizerinde etKisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P<0,05) (Cizelge 4.2.1b)
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5. TARTISMA

Sigirlarda {ist solunum yollarmin hafif enfeksiyonlarindan, yasami tehdit eden
pnomoni gibi siddetli alt solunum yolu enfeksiyonlarina kadar uzanan solunum sistemi
enfeksiyonlarinin baslica nedeni viruslardir. Sigir solunum hastalifi kompleksi (BRD),
sigirlarda solunum yolu hastaliklarini tanimlayan yaygin bir terimdir. BRD, besi ve siit
sigirlarinda morbidite ve mortalitenin baslica nedeni olarak kabul edilir. BRD’nin yol actig
yiiksek ekonomik maliyetler sadece oliim ile iliskin kayiplardan kaynaklanmaz, ayn1 zamanda
tedavi maliyetlerini, yem verimindeki azalmayi, tireme performansini ve siit tretimini de
icerir (Kirchhoff 2014). BRD’nin ¢ok faktorlii etiyolojisi, viral/bakteriyel/mikoplazmal
patojenlerin, stres faktorlerinin ve immiin duyarli hayvanlarin varligi gibi ¢ok sayida risk
faktoriiniin bir kombinasyonunu igerir. BRD'de BRSV ve BPIV-3 ana risk faktorleridir (Saa
ve ark. 2012; Zhou ve ark. 2023). Her iki virusta diinya capinda siit ve besi
poplilasyonlarinda, 6zellikle siitten yeni kesilmis ve bir yerden baska bir yere nakledilen
buzagilarda Onemli bir hastalik ve Olim nedeni olarak ciddi ekonomik kayiplardan
sorumludur (Zhou ve ark. 2023). Bununla birlikte, enfekte hayvan hareketleri, hayvanlarin
kalabalik ortamlarda barindirilmasi, sert hava kosullar1 ve yetersiz havalandirma gibi kotii
isletme yonetimi, bakim ve besleme kosullari, konagin bagisiklik durumu, hayvanlarin yasi ve
siirii biiyiikliigii de risk faktorlerinin temelini olusturur (Ince ve ark. 2022).

BRSV ve BPIV-3 igeren asilarin uygulandigi annelerin kolostrumlarinda buzaginin
yasamiin ilk 35 giini boyunca yiksek bir seviyede devam eden spesifik antikor
konsantrasyonu bugiinden itibaren kademeli olarak diismeye baslar. Kolostral antikorlarin
fizyolojik katabolizmasi ile iliskili olarak 63. giinden itibaren buzagilarda seronegatifligin
gelismeye basladigi ve buna bagli olarak buzagilarin bu viral patojenlere karsi duyarh hale
geldigi bildirilmistir (Masiuk ve ark. 2019).

Diinyada ve tilkemizde sigirlarda BPIV-3 (Alkan ve ark. 1997; Yesilbag ve Giingor
2008; Solis-Calderon ve ark. 2007; Mahmoud ve ark. 2013; Katoch ve ark. 2017; Kadiroglu
ve ark. 2020) enfeksiyonuna yonelik ¢ok sayida epidemiyolojik arastirma bulunmaktadir.
Hindistan’in Punjab sehrinde 82 siit sigirciligr isletmesindeki serolojik calismada 9%27,8
(Goswami ve ark. 2017); 2013-2015 yillar1 arasinda Predesh sehrinde 132 siit sigirciligi
isletmesinde gerceklestirilen bagka bir seroprevalans ¢alismasinda %57,5 oranlarinda BPIV-3
seropozitifligi bildirilmistir (Katoch ve ark. 2017). Suudi Arabistan’da siit sigircilig
isletmelerinde %67,6 BPIV-3 seroprevalansi saptanmistir (Mahmoud ve ark. 2013).
Meksika’da 33 siiriiden toplam 176 serum Orneginin %60,8’nda BPIV-3 antikorlari
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belirlenmistir (Chavez ve ark. 2012). Meksika’'nin Yucatan sehrinde 54 siiriideki 2 yas
altindaki 728 sigirdan Orneklenen kan serumlarinda ELISA testi ile %85,6 BPIV-3
seroprevalansi tespit edilmistir. Ciftlikte dogan hayvanlarin, satin alinan hayvanlara gére daha
diisiik BPIV3 seropozitiflige sahip oldugu vurgulanmistir. Sigirlarin yas grubu ile BPIV-3
seroprevalansi arasindaki iliskinin muhtemelen yasli hayvanlarin geng hayvanlara gore etkene
maruziyet ihtimalinin daha fazla olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Solis-Calderon ve
ark. 2007). Kestaitiené ve ark. (2009), Litvanya’da sigirlarda gerceklestirdikleri arastirmada
2006 yilinda %72,8; 2008 yilinda %56,8 oranlarinda BPIV-3 spesifik antikor varligi
bildirmislerdir. Gulliksen ve ark. (2009), 2004 ve 2007 yillar1 arasinda 135 Norveg siit s1gir1
stirlistinden 5 ila 12 ay arasindaki 1348 buzagimin %°52,2’sinde BPIV-3"nin seropozitifligi
tespit etmislerdir. Bu ¢alismada, biiylik siiriilerdeki duyarli hayvan sayisinin kiigiik siiriilere
nazaran daha yiiksek olmasi nedeniyle enfeksiyonlarin siirii iginde uzun siire dolagimina
katkida bulunabilecegi bildirilmistir. Ulkemizde BPIV-3 seroprevalansi bolgesel farkliliklar
gostermektedir. Cografi olarak en genis 6lgekli arastirmada Alkan ve ark. (1997) Tiirkiye nin
farkl illerinde yer alan kamu isletmelerinde yetistirilen 480 sigirdan aldiklar1 kan serumu
orneklerinde BPIV-3 i¢in %52,7 oraninda seropozitiflik saptamistir. Ertiirk ve ark. (2006)
2002-2005 yillarinda Tiirkiye genelinden Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitlisii Virolojik Teshis laboratuvarina génderilen serum &érneklerinin %77,9’unda BPIV-3
spesifik antikor varligi belirlemislerdir. Yildirnm ve ark. (2009) Kuzeydogu Anadolu
bolgesindeki ii¢ simir ilinde kiiciik aile isletmelerinde yetistirilen daha Onceden asi
uygulamas: yapilmamis 265 sigirdan oOrnekledikleri kan serumlarinda %55,84 BPIV-3
seropozitivitesi bildirmiglerdir. Kadiroglu ve ark. (2020) Diyarbakir’da 8 farkli ilgeden
orneklenen sigir kan orneklerinde BPIV-3 i¢in %40,2 seropozitiflik belirlemis ve yiiksek
seroprevalans degerlerinin virusun bolgede genis Olcekte sirkiile olmasina baglamiglardir.
Seroprevalans oranlarindaki farkliliklarin, barinma kosullari, beslenme sekli, stres faktorleri
ve hayvan giris-cikis1 gibi faktorlere bagli oldugu bildirilmistir (Kadiroglu ve ark. 2020).
Yesilbag ve Giingor (2008) tarafindan Tiirkiye’nin kuzeybat1 bolgesinde 7 ilden 39 noktadaki
sit sigircihi@r  isletmelerinde  gergeklestirilen  seroprevalans ¢aligmasinda BPIV-3
seroprevalansinin %43 oldugu rapor edilmistir. Alpay ve ark. (2014) Gokgeada’da sigirlarda
%29,3 BPIV-3 spesifik antikor varlig1 tespit etmislerdir. Akpinar ve ark. (2022) tarafindan
Samsun ilinde besi ve siit sigirciligi isletmelerinde yapilan seroprevalans caligmasinda 200
klinik bulgulu ve 204 saglikli goriiniislii toplam 404 sigirdan alinan serum orneklerinde

%88,7 BPIV-3 seropozitifligi bildirmislerdir. Giir ve ark. (2020) bir siit sigircilig
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isletmesinde prekolostral buzagilar ve annelerinden 6rnekledikleri kan serumlarinda serum
notralizasyon testi kullanilarak BPIV-3 varligini arastirmislar ve annelerin %96,7; buzagilarin
%25,2’sinde spesifik antikor varligini gostermislerdir.

Serolojik verileri ilk kez 1968 yilinda Dogget tarafindan ortaya konulan BRSV
enfeksiyonuna yonelik sonraki arastirmalar enfeksiyonun diinyada tiim evcil ruminant
tirlerinde oldukga yiiksek bir prevalansa sahip oldugunu gostermistir (Rossi ve ark. 1974;
Lamontagne ve ark. 1985; Alkan ve ark. 1997; Motha ve Hansen 1997; Ataseven 2002;
Yesilbag ve Giingor 2008; Yesilbag ve Gongor 2009; Klem ve ark. 2013; Alpay ve ark.
2014; Goswami ve ark. 2016; Kadiroglu ve ark. 2020). Brezilya’da Sao Paolo eyaletindeki 26
isletmeden Orneklenen 1243 siit sigir1 serumunda virus noétralizasyon testi ile BRSV
seroprevalanst %79,5 oraninda bulunmus ve siirii bazinda %40-100 arasinda degistigi
gosterilmistir. Ayrica 1 yasin iizerindeki yetigkin hayvanlarin siiriilerde BRSV'nin yiiksek
seroprevalanst igin Onemli bir risk faktorii oldugu belirtilmistir (Hoppe ve ark.
2018). Roshtkhari ve ark. (2012) iran’da Horasan Razavi ilinde 2008-2009 yillar1 arasinda
pndmoni bulgulart gosteren buzagilarda viral patojenlerin etiyolojik varligini arastirmis ve en
yiiksek seropozitifligin BPIV-3 (%90) ve BRSV (%64,2) oldugunu saptamislardir. Siirii
biiytikligii ile seropozitiflik arasinda 6nemli bir iliski bulunmadigini ifade etmislerdir. Zewde
ve ark. (2023) Etiyopya’da BRSV prevalansi hayvan diizeyinde %36,4, siirii diizeyinde %93,9
bildirmisler, kiigiik, orta ve biiyiik 6l¢ekli siiriilerde sirasiyla %29; %31 ve %34,2 olarak tespit
ederek siirii boyutuna gore seropozitifligin arttigimi ortaya koymuslardir. Istatistiksel bir
onemi olmayan cinsiyet ve viicut skorunun aksine 2 yagin iizerindeki gruplarda
seropozitifligin daha yiiksek oldugu ve yas ile siirii boyutunun istatistiksel olarak 6nemli
oldugu rapor edilmistir. Zhou ve ark. (2023) Kuzeydogu Cin’de 2016-2021 yillar1 arasindaki
5 yillik siirecte BRD patojenlerini aragtirmak amactyla 81 sigir ¢iftliginden 6rnekledikleri 160
sigirdan akciger Orneginin %5,5’inde BRSV, %4,28’inde BPIV-3 tespit etmislerdir.
Arastirmada, BoHV-1 veH. somni; BVDV veM. bovis, P. multocida, T.
pyogenes veya Mann. haemolytica; BPIV-3 ve M. bovis; BRSV ve M. bovis, P.
multocida veya T. pyogenes; P. multocida ve T. pyogenes; ve M. bovis ve T. pyogenes veya H.
somni enfeksiyoz ajanlarinin ko-enfeksiyon egilimi gosterdigi ve besi sigirlariin suppuratif
veya kazedz nekrotizan pnOmoniye silit sifirlarindan daha duyarli oldugu rapor
edilmistir. Espana ve Casallas (2000) Bogota’da BRSV seroprevalansint %69 olarak
bildirmistir. Kestaitiené ve ark. (2009), Litvanya’da sigirlarda hayvan bazinda %56,8; ¢iftlik

bazinda %7,7-100 arasinda degisen seroprevalans oranlar1 rapor etmislerdir. Sharma ve ark.
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(2017) Bat1 Hint adalarinda sigir, koyun ve kecilerde BRSV seroprevalansini sirasiyla %5,
%15 ve %3,3 bulmuslardir. Tirkiye’de BRSV enfeksiyonunun ilk serolojik verileri kiigiik aile
isletmelerinde ve kamu isletmelerindeki sigirlarda serum nétralizasyon testi ile Burgu ve ark.
(1990) tarafindan ortaya konulmustur. Burgu ve ark. (1990) %46,12 oraninda BRSV spesifik
notralizan antikor varligi tespit etmislerdir. Sonraki yillarda tilkemizde farkli cografi
alanlardaki sigir populasyonlarinda enfeksiyonun prevalansinin %44,6-98,6 arasinda degitigi
rapor edilmistir (Alkan ve ark. 1997; Cabalar ve Can-Sahna 2000; Yesilbag ve Glingor 2008;
Gilidek 2016). Son yillarda gergeklestirilen arastirmalarda; Giidek (2016) Aydmn ili ve
gevresindeki 5 siit sigir1  isletmesinden Ornekledikleri kan serumlarinda BRSV
seropozitifligini isletme bazinda %97,1-100; hayvan bazinda %98,6; Oner ve Yesilbag
(2018) Adiyaman’daki bir besi isletmesinde gergeklestirdikleri serolojik ¢alismada BRSV ve
BPIV-3 seroprevalansini sirasiyla %97,1 ve %98,3; Karaotgu ve Yildirim (2019) Denizli ve
Burdur illerinde sigirlarda BRSV enfeksiyonunun seroprevalansi sirasiyla %68,38 ve %84,44
olarak tespit etmislerdir.

Mandalarda BPIV-3 seroprevalansi, tilkemizde %11-26 (Akca ve ark. 2004;
Miiftioglu ve ark. 2021), diinyada %27,8-73,6 arasinda bildirilmistir (Lotfi ve ark. 2016;
Goswami ve ark. 2017; Pastrana ve ark. 2022). Goswami ve ark. (2017) Hindistan’in Punjab
sehrinde siit sigir1 ve manda karma yetistiriciliginin yapildig:1 40 adet isletmede mandalarda
%27,8 oraninda BPIV-3 spesifik antikor varligi bildirmistir. Lotfi ve ark. (2016) Iran’in
Huzistan eyaletinin dokuz bolgesindeki manda popiilasyonunda BPIV-3 icin %45,2’lik
seroprevalans saptamigtir. Pastrana ve ark. (2022), Kolombiya’da 37 ¢iftlikten 861 mandada
gerceklestirdikleri bir serolojik bir ¢alismada toplam popiilasyonda %73,6; ¢iftlik diizeyinde
ise %100 seroprevalans oranlar1 rapor etmistir. Lotfi ve ark. (2016) Iran’da yaptiklar
arastirmada; ruminantlarda endemik olan enfeksiyonun yiiksek prevalansa sahip olmasinda
canlt sigir ithalatinin bir rolii olabilecegini ifade etmislerdir. Miiftiioglu ve ark. (2021)
bolgesel faktorler ve karma yetistiricilik yapan isletmelerde BPIV-3 iceren ticari asilarin
yaygin kullanimi nedeniyle virus poplilasyonunda dinamik bir kaymanin olabilecegini rapor
etmistir.

Bununla birlikte, diinyada ve iilkemizde mandalarda BRSV (Akga ve ark. 2004;
Goswami ve ark. 2017; Pastrana ve ark. 2022) enfeksiyonunun epidemiyolojisine yonelik
caligmalar ise sinirli sayidadir. Goswami ve ark. (2016)’nin Hindistan’in Punjab sehrindeki
siit sigirciligit ve manda isletmelerinde gerceklestirdikleri arastirmada sigirlarda %45,12;

mandalarda %48,57 oranlarinda BRSV seropozitifligi tespit edilmistir. Ornekleme alanlari
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istatistiksel olarak da Onemli oldugu ifade edilen %27,27 ila %76,19 arasinda degisen
seropozitivite varyasyonlar1 saptanmistir. Bazi arastirmalar (Hazari ve ark. 2002; Goswami ve
ark. 2016) mandalardaki yiiksek BRSV prevalansini, bolgedeki yogun manda popiilasyonu,
bolgeler arasindaki yogun hayvan hareketleri, irk duyarliligi, yas, ticaret hacmi, siirii boyutu,
biyogiivenlik onlemleri, ortak mera kullanimi, ziyaret¢i tipi ve sayist gibi faktorlere
baglamaktadir (Solis-Calderon ve ark. 2007; Beaudeau ve ark. 2010; Goswami ve ark. 2017).
Ozellikle siirii yogunlugunun fazla, canli hayvan ticaretinin yogun oldugu bélgeler ile organik
striilerle karsilastirildiginda konvansiyonel siirlilerde  BRSV prevalansit daha yiiksek
bildirilmistir (Beaudeau ve ark. 2010; Sarmiento-Silva ve ark. 2012). Ahmed ve ark. (2001)
Misir’da 1997-1999 yillar arasinda 6rnekledikleri 205 nazal sivap ve 408 manda serumunda
gerceklestirdikleri prevalans ¢alismasinda 3 manda buzagisi ve 1 ergin mandanin nazal sivap
orneginden virusu izole etmigler ve BRSV seroprevalansint %37,5 olarak bildirmislerdir.
Zhou ve ark. (2023) <3 ayliktan kiigiik siitgii buzagilarin >3 ayliktan biiyiik besi buzagilarina
gdre solunum sistemi enfeksiyonlarina daha duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Ulkemizde
Akgca ve ark. (2004) mandalarda BRSV seropozitifligini %28 oraninda bildirmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda, BPIV-3 seroprevalanst hayvan bazinda %388; isletme diizeyinde
ise %33,3-100 arasinda belirlendi. Karma yetistiricilik yapilan isletmeler, disi ve 3-<6 aylik
yas gruplarinda seropozitiflik oranlar1 yiiksek olmasina karsin sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmad: (P<0,05). Seropozitivite diizeyi i¢in en yiiksek (+5) oranlar >6 aylik yas
grubunda saptandi. Bu calismadaki BRSV seroprevalansi ise hayvan bazinda %4; isletme
diizeyinde ise %3,7-30 arasindaydi. BRSV seropozitiflik oranlart da karma yetistiricilik yapilan
isletmeler, disi ve 3-<6 aylik yas gruplarinda yiiksek olmasina karsin istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmad1 (P<0,05). Onceki arastirmalarda, her iki enfeksiyonda da yasin énemli bir
risk faktorii oldugu bildirilmektedir (Ince ve ark. 2022; Zhou ve ark. 2023; Zewde ve ark.
2023). Zhou ve ark. (2023) sigirlarin solunum sistemi hastaliklart kompleksinde yer alan
ajanlara siit¢li buzagilardan 3 ayliktan kiigiiklerin, besi buzagilarinin ise 3 ayliktan biiyiiklerin
daha duyarli oldugunu belirtmistir. Ince ve ark. (2022) Afyonkarahisar ve Usak illerindeki
sigir siirilerinde yaptiklar1 arastirmada yas, siiri tipi (siit/besi) ve siirii boyutunun BRSV
seropozitifliginde dnemli risk parametreleri oldugunu belirtmislerdir. Masiuk ve ark. (2019)
kolostral antikorlarin fizyolojik katabolizma ile 63. giinden itibaren buzagilarda
seronegatiflige dondiigiinti, Fulton ve ark. (2004) ise ast uygulanmayan sigirlarin
buzagilarinda PIV-3 ve BRSV maternal antikorlarinin seronegatiflik siiresini sirasiyla

190,06+£58,3 ve 186,7+33,0 olarak bildirilmektedirler. Her iki enfeksiyonda da hayvanlar
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yasamlar1 boyunca reenfekte olabilmektedirler (Zewde ve ark. 2023). Bu ¢alismada BPIV-3
ve diisiik seropozitiviteye sahip BRSV degerlerinde yas gruplari yoniinden oransal ve
istatistiksel olarak biiyiik bir farklilik saptanmamuistir. Bu nedenle, bu ¢alismada 6rneklenen
manda popiilasyonunda BPIV-3 sirkiilasyonunun BRSV’na gore daha yogun oldugu; 3-6
aylik grupta bazi1 hayvanlardaki antikorlarin maternal kaynakli olabilecegi ve 6 ayliktan biiyiik
grupta saptanan antikorlarin ise maruziyetten kaynaklandig diistiniilmektedir.

Bir¢ok arastirmada (Houe ve ark. 1995, Beaudeau ve ark. 2010; Sarmiento-Silva ve
ark. 2012; Goswami ve ark. 2016; Goswami ve ark. 2017; Demil ve ark. 2021, Ince ve ark.
2022; Zewde ve ark. 2023) viral enfeksiyonlarin bolgesel ve iilkesel bazda epidemiyolojisini
etkileyen baslica faktorler arasinda siirlii yonetimi uygulamalari, ortak mera kullanimi, siirii
biiyiikliigli, hayvan panayirlari, isletmeye yeni hayvan girisi, yas grubu ve zayif yonetim
uygulamalar1 tanimlanmis, yas ile yiiksek seroprevalans iligkisinin maruz kalma siiresinden
kaynaklandig1 belirtilmistir. Yesilbag ve Giingdr (2008) biiyiik kapasiteli siit sigiri
isletmelerinde BRSV enfeksiyonunun kiiciik kapasiteli isletmelere nazaran ¢ok daha yiiksek
oranlarda bulundugu ve siirii kapasitesinin solunum yolu viral enfeksiyonlarinda énemli bir
risk olusturdugunu agiklamiglardir. Zewde ve ark. (2023) disilerde (%38,3) erkek sigirlara
(%13,8) nazaran BRSV seroprevalansini daha yiiksek bulduklari ¢aligsmalarinda bu farkliligin
disilerin daha sik stresorlerle karsilasmasinin neden oldugu yatkinliktan kaynaklanmis
olabilecegini 6ne sirmislerdir. Bu caligmada, BPIV-3 enfeksiyonunun seroprevalansinin
BRSV enfeksiyonun seroprevalansindan yiiksek olmasina ve mandalarda gergeklestirilen
onceki arastirmalarla uyum gostermesine karsin enfeksiyonlarin epidemiyolojilerinin
degerlendirilmesinde her 6rnekleme alaninin sigirlarda asilama program uygulamalari, mera
rejimi, siirii biiyiikliigii ve yogunlugu ile hayvan ticaretinin ekonomik boyutu gibi degisken
unsurlar1  bilinyesinde  barindiran  farkli  epidemiyolojik  dinamikleri oldugu da
degerlendirilmelidir.

Bu arastirmada, manda kan Orneklerinde BPIV-3 ve BRSV niikleik asitleri
saptanamamistir. Gencay ve Akca (2004) klinik ve/veya patolojik olarak solunum sistemi
enfeksiyonu bulgularina sahip 141 adet koyunun 15 adedinde (%10,63) PIV-3 spesifik antikor
varligint gostermis, nazal sivap ve akciger dokularinda virus varligim1 saptamalarma karsin
mediastinal lenf dokular1 ve 16kosit Orneklerinden virus tespiti gerceklestirememislerdir.
Virus izolasyonu i¢in enfeksiyonu takibeden 6 giin iginde iist solunum yollar1 sivaplari,
stvilar1 ve akciger dokularindan 6rnekleme yapilmasi gerektigine dikkat ¢ekmislerdir. Sobhy

ve ark. (2017) Misir’da buzagi pnémonilerinde nazal sivaplardan, Maidana ve ark. (2012)
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mandalarda nazal ve vajinal sivaplardan BPIV-3 izolasyonu ve Kkarakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. de Oliviera ve ark. (2022) yaptiklar1 ¢alismada aborte olmus pulmoner
lezyonlu sigir fotuslarin pndmonik akciger dokularinda BPIV-3 (%2,7) ve BRSV (%16,2)
niikleik asitlerini tespit etmislerdir. Socha ve ark. (2009) Polonya’da alt solunum sistemi
enfeksiyonu bulgular1 gosteren 1 yashi hayvanlardan orneklenen 89 nazal sivap ve 6 akciger
doku orneginde virus izole edememis ancak PCR ile sadece 3 nazal sivapta BRSV
saptamislardir. Enfekte bir hayvanin kaninda BRSV'nin varlig1 ve viriisiin solunum yollariyla
yayilma siiresi ¢cok kisa oldugundan tespit edilmesi zordur. Onceki calismalarda bu siirenin
enfeksiyondan sonra 2 ila 5 giin arasinda oldugu bildirilmistir (West ve ark. 1998; Viuff ve
ark 2002). Ayrica, labil karakterde RNA viruslari olan BPIV-3 ve BRSV &rnekleme sonrasi
tasima kosullari, dondurma-¢6zmeye olduk¢a duyarli olduklari i¢in virolojik teshis olumsuz
yonde etkilenebilmektedir (West ve ark. 1998; Ataseven 2002). Klinik bulgulu hayvanlardan
virus tespitinin gergeklestirildigi Onceki arastirmalarin aksine (Gencay ve Akca 2004;
Maidana ve ark. 2012; Sobhy ve ark. 2017; de Oliviera ve ark. 2022), bu arastirmada virus
tespiti yapilamamasinin nedeninin saglikli goriiniislii hayvanlarin 6rneklenmesi nedeniyle
ornekleme zamaninda subklinik akut enfeksiyon olmamasi veya enfeksiyonunun geg

doéneminde 6rnekleme ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

v" Bu arastirmada, Hatay ilinde halk elinde yetistirilen manda popiilasyonunda sigirlarin
solunum sistemi hastaliklari kompleksinde yer alan iki 6nemli viral ajan olan BPIV-3 ve
BRSV seroprevalanslarinin belirlenmesi ile 6rneklenen manda popiilasyonunda BPIV-3
enfeksiyonun yliksek, BRSV enfeksiyonunun ise diisiik seroprevalansa sahip oldugu
anlasilmistir. Bu arastirmadaki sonuglar dogrultusunda manda popiilasyonunda BPIV-3

ve BRSV enfeksiyonlarinin kontrol ve miicadelesinde;

v Orneklenen manda popiilasyonunda belirli araliklarla her iki enfeksiyona ydnelik

epidemiyolojik taramalarinin yapilmas,

v Rutin taramalarda risk faktorlerinin arastirilarak her iki enfeksiyonun mandalardaki

epidemiyolojisinin aydinlatilmast,

v' Sigir yetistiriciligindeki biyogiivenlik tedbirlerinin ve uygulanan asilamalarin manda

yetistiriciliginde de korunma protokollerine eklenmesi 6nerilmektedir.
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