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OZET

Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) diinyada yaygin olarak goriilen bir enfeksiyona
neden olmaktadir. Cesitli calismalarla farkli BVDV genotipleri igerisinde yer alan ¢ok sayida
alt grup tanimlanmistir. Ulkemizde gerceklestirilen ¢alismalarda en yaygin goriilen alt
grubun BVDV-1/nin oldugunu gosteriilmektedir. Tez ¢alismasinin amaglarindan biri
Tiirkiye’de bulunan alt gruplarin serolojik iliskilerinin belirlenmesidir. Bu amagla farkl
BVDV-1 (BVDV -la, -1b, -1d, -1f, -1h, -1/) alt gruplarina ait inaktif virus suslar1 kullanilarak
immunize edilen koyunlardan poliklonal antiserumlar elde edilmis ve ¢apraz nétralizasyon
caligmalarinda kullanilmistir. Bu alt gruplarin antiserumlariyla elde edilen nétralizan antikor
yanitlarinin geometrik ortalamalari sirastyla 1:320, 1:285, 1:320, 1:226, 1:1280, 1:1015 olarak
degerlendirilmistir. Test edilen alt gruplar arasinda degisik diizeylerde serolojik farkliliklar
saptanmistir. BVDV-1f alt grubuyla diger alt gruplar arasinda 6nemli antijenik farkliliklarin
oldugu, buna kars1 BVDV-1h ve BVDV-1/ alt gruplari ile s6z konusu diger alt gruplar
arasinda yakinlik oldugu belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinin diger bir amaci; Tiirkiye’de satisa sunulan BVDYV asilarinin Tiirkiye’de
goriilen BVDV suslarina kars1 gelistirdigi notralizan antikor yanitlarinin incelenmesidir. Bu
amagla 5 sigirdan olusan 3 deneme grubunun her birine ayri1 bir as1 uygulanmis ve 15 giin
araliklarla 6 defa kan 6rnegi toplanarak 11 adet yerel BVDV susuna karsi nétralizan antikor
diizeyleri belirlenmistir. Her {i¢ asinin da yerel BVDV-1 suglarinin birgoguna kars1 belirgin
bir ndtralizan antikor yaniti olusturdugu (1:272 — 1:835) ancak yerel BVDV-2 susuna kars1
gelisen yanitin diisiik oldugu saptanmustir. ilk deney diizeninde antijenik farklilig: saptanan
BVDV-1f alt grubuna kars1 tiim asilarla, koruyucu oldugu one siiriilen titrelerden (1:256) daha
yiiksek notralizan antikor titreleri gelistigi goriilmiistiir. Notralizan antikor titreleri
karsilastirildiginda monovalan aginin multivalan asilara kiyasla daha yiiksek antikor yanit

sagladig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: BVDV, alt grup, capraz notralizasyon, serolojik iligki, as1.
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SUMMARY

Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) causes an infectious disease which seen in
worldwide. By different studies many distinct subtypes were identified in both genotypes.
Current studies showed that BVDV -1/ is predominant subtype in Turkey. The first aim of
this study was to determine serological relations between the prevalent subtypes in the
Turkey. For that purpose polyclonal antiserums were obtained by immunization of sheep
with 6 inactivated virus strains belonging to BVDV -1 subtypes (BVDV-1a, -1b, -1d, -1f, -1h
-1/) and were used for cross-neutralization tests. Neutralizing antibody titers with using
different antiserums are; 1:320, 1:285, 1:320, 1:226, 1:1280 and 1:1015 respectively. The
degree of serologic diversity varied markedly between tested subtypes. However it is
exhibited that subtype BVDV-1f was significantly diverse, BVDV -1h and BVDV-1/ were
closely related with the other tested subtypes especially subtypes found in common vaccines
for BVDV.

The second goal of this study was to investigate the level of virus neutralizing (VN)
serum antibodies rised against Turkish isolates by BVDV vaccines which is in the market in
Turkey. For that purpose 3 experimental group of cattle, each including 5 animals, were
immunized with a seperate BVDV vaccine. Blood samples were taken 6 times with 15 day
intervals and used for determination of neutralizing antibody titers against 11 BVDV local
strains. However all three vaccines induced neutralizing antibody titer against many of
antigenically diverse BVDV-1 strains (1:272 — 1:835) seen in Turkey, antibody titers against
BVDV-2 strain were lower. Although antigenic differences of BVDV-1f subtype was
indicated in the first experimental scheme of this study, antibody titers generated by all three
vaccines for this subtype were higher than recomended protection levels (1:256). When
geometrical means of neutralizing antibody titers among three vaccine groups were compared,
it was detected that the monovalent vaccine sitimulated titers higher than multivalent BVDV

vaccines.

Key words: BVDV, subtype, cross neutralization, serological relations, vaccine.






GIRIS

Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) tiim diinyada ve tilkemizde yaygin olarak
goriilen, basta sigirlar olmak iizere ruminantlar, domuzlar ve devegiller (deve, lama, alpaka
vb) gibi pek ¢ok hayvan tiirlinde enfeksiyon olusturan bir etkendir. BVD virus sigir
yetistiriciliginin her asamasinda olumsuz etki gosteren pek cok klinik hastaliga yol
acabilmektedir. Reprodiiktif sorunlarla iliskili iiretim kayiplari, akut enfeksiyonlarda
goriilen immunosupresyon ile respiratorik ve enterik hastaliklar bu etkilerin baginda
gelmektedir. Dolayisiyla bu enfeksiyonun kontrolii sigir isletmelerinde ekonomik olarak
onem tasimaktadir. BVDV ile iligkili kayiplarin engellenmesine yonelik tedbirler temel
olarak fotal enfeksiyonun dnlenmesine dayanmaktadir. Bu gercevede uygulanmakta olan
programlar; persiste enfekte hayvan olusumunu engelleyerek sagilimin kisitlanmasina ve
immunizasyonla koruyucu bagisikligin saglanmasina dayanmaktadir. Kontrol programlari
gelistirilirken bolgedeki BVDYV izolatlarinin antijenik ve genetik ¢esitliliginin klinik

goriinlimlere ve asilamayla saglanan korumaya etkisinin bilinmesi 6nemlidir.

Iskandinav iilkelerinde gergeklestirilen BVDV kontrol programlari ile hastalik
eradikasyon agamasina gelmis durumdadir (1). Ancak sigir haricindeki tiirlerde BVDV ile
iliskili hastaliklarin bildirimi giin gegtik¢ce artmaktadir (2-4). Uluslararast Virus
Taksonomi Komitesi (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) tarafindan
siiflandirilmalari heniiz kesinlestirilmese de son 10 yilda yapilan ¢alismalar BVD
virusunun da yer aldig1 Pestivirus genusu icerisinde pek ¢cok yeni virusun varligini isaret
etmektedir. Kenya sinirinda ziirafalarda goriilen ve mukozal hastalik semptomlarina
benzer bulgular olusturan “Giraffe” izolat1 (5), 6nce Brezilya daha sonra Gilineydogu
Asya’da goriilen “Hobi” izolat1 (6), Amerika Birlesik Devletlerinde Amerikan antilobunda
tanimlanan “Pronghorn” izolat1 (7), Avustralya’daki domuzlarda neonatal 6liim veya 6li
dogumlarla karakterize “Bungowannah” (8) viruslari pestivirus genusunda yer aldigi1 6ne
stirilen yeni virus tiirleri arasindadir. Bu izolatlar i¢erisinde Hobi virusunun, tespitinden
bu yana oldukga farkli cografyalarda varlig1 bildirilmis, hatta bir ¢alisma grubu tarafindan
BVDV-3 adiyla yeni bir genotip olarak tanimlanabilecegi one siiriilmiistiir (9).

BVDV genomunda yiiksek oranda gergeklesen degisiklikler bir¢ok saha susunun
gelisimine yol agmaktadir. Bu konu iizerinde daha fazla veriye ihtiya¢ duyulsa da BVDV

alt gruplarinin bolgesel dagilimlar1 ve alt gruplar arasindaki capraz bagisiklik varyasyonlari



asilamayla saglanan korumayi etkilemektedir (10). Dolayisiyla hastalik kontrol stratejileri
belirlenirken bolgede yaygin olan BVDV suslar1 ve bunlarin olusturdugu bagisiklik yaniti
da dikkate alinmalidir.

Bu tez ¢aligsmasinda Tiirkiye’de varlig1 gosterilmis olan BVDV alt gruplar1 arasindaki
serolojik iligkilerin belirlenmesi; ve Tiirkiye’de kullanilan BVDV agilariin yerel suslara

kars1 olusturdugu humoral yanit diizeylerinin belirlenmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

Tarihge

BVDV ilk olarak Olafson ve arkadaslar1 tarafindan 1946 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nin New York eyaletinde sigirlarin yeni bir bulasici hastaligi olarak
tanimlanmistir (11). Loykopeni, yiiksek ates, depresyon, ishal, gastrointestinal erozyonlar
ve hemoraji ile karakterize olan hastaliga sebep olan etken Viral Diarrhea Virus ismini
1957 yilinda almistir. Kanada’da yine 1946 yilinda Olafson’un tanimladig1 hastaliga
benzer ancak daha siddetli bir hastalik tanim1 yapilmistir. Siirii bagina daha az hayvanda
rastlanan ama daha yiiksek mortaliteyle seyreden bu hastalik baslangigta “X-disease”, daha
sonra mukozal hastalik olarak adlandirilmistir (12, 13). Notralizasyon testleri her iki virus
izolatinin benzer oldugunu gostermistir (14). Saha izolatlarinin hiicre kiiltiiriinde
olusturdugu etkilerin incelenmesi ile virusun sitopatojenik ve non-sitopatojenik formlari
belirlenmistir. Yine ayni aragtirmacilar tarafindan bovine viral diarrhoea olgularindan elde
edilen izolatlarin non-sitopatojenik, mukozal hastalikta elde edilenlerin ise sitopatojenik
ozellikte oldugu aciklanarak ilk siniflandirma yapilmistir (14). S6z konusu hastalik etkeni
(BVDV) ile Avrupa domuz vebasi ve sinir hastaligi viruslar1 arasindaki immunolojik
benzerliklerin ortaya konulmasi sonrasinda (15) antijenik olarak iliskili olan bu viruslar
Togaviridae ailesi igerisinde Pestivirus genusunda smiflandirilmiglardir (16). Molekiiler
karakterizasyon c¢aligsmalarinin gelistirilmesiyle genomik organizasyonlar1 ve ¢ogalma
stratejileri gz Oniine alinarak bu genus 1991 yilinda yeni olusturulan Flaviviridae ailesi
altinda yeniden siiflandirilmistir (17, 18). Yapilan genomik incelemeler ve virus
noétralizasyon testleri sonucu 1994 yilinda bazi suslarin 6nceden tanimlanan viruslardan
farkli oldugu ve aralarinda diisiik serolojik iliskilerin bulundugu belirlenmistir. Onceden
tanimlanan suslarla yeni bildirilen BVDV suslarinin ayr1 gruplarda ele alinmasi
onerilmistir (19). BVDV olarak belirlenen izolatlarin filogenetik incelemelerinin
yapilmastyla klinik goriiniimleri ve konak¢t dagilimi g6z oniine alinarak BVDV-1 ve

BVDV-2 genetik gruplandirmasi yapilmistir (20).



Etiyoloji

Siiflandirma ve Fizikokimyasal Ozellikler

BVDV pozitif anlamli, tek iplik¢ikli, ikozahedral simetrili ve zarfli bir RNA
virusudur. Pestivirus genusunda yer alan ve veteriner hekimliginde 6nemli olan diger
etkenler; Avrupa domuz vebasi (hog cholera- classical swine fever) ve koyunlarin sinir

hastalig1 viruslaridir (21).

Flaviviridae ailesi igerisinde yer alan viruslar 40-50 nm ¢apindadir. Pestivirus
genusunu Flaviviridae ailesindeki diger genuslardan ayiran bir 6zellik virionu ¢evreleyen
lipid bilayer tabakasinin pleomorfik olmasidir (22). S6z konusu genus i¢inde yer alan
viruslarda partikiil biiyiikliglindeki farkliliklar bu 6zellikten ileri gelmektedir. Ayrica
pestiviruslarin diisiik pH ile inaktivasyona direngli olmalar1 yine bulunduklar aile
icerisinde farklilik yaratmaktadir. Genis pH araliginda (pH 5,7-9,3) sabit kalabilen
pestiviruslarin enfektivitesi dondurma isleminden etkilenmezken, 40°C’nin tistiindeki

sicakliklarda ise azalmaktadir (23).

BVDV Genom Yapisi

BVDV’nin tek iplikcikli RNA genomu yaklasik 12,5 kb molekiiler agirliga sahiptir ve
tiim flaviviruslarda goriildiigii gibi 5° ve 3’ uglarinda bilgi kodlamayan bolgelerle (UTR)
cevrili tek bir “agik okunabilir bolgeden” (ORF) olugsmaktadir. 5’UTR bolgesi 360-390
niikleotidden olusurken, 3°’UTR boélgesi 200-240 niikleotidden olusmaktadir (24). 5S’UTR
bolgesi pestiviruslar arasinda oldukca korunan motifler igerdigi i¢in PCR
amplifikasyonlarinda en ¢ok kullanilan bolgedir. Bununla beraber pestiviruslara 6zgii olan
NP ve E2 bolgeleri de ayn1 amagcla siklikla kullanilmaktadir (3, 25). Yaklagik 4000
kodondan olusan ORF’den sentezlenen tek bir uzun polipeptid, yapisal olmayan viral
proteinler ve hiicresel proteazlarla boliinerek bagimsiz viral proteinlere doniismektedir.
Her biri farkli 6zelliklere sahip viral genler 5’—3’ yoniinde sirasiyla; NP, C, E™, E1, E2,
p7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B’dir (Sekil 1). Virion igerisindeki niikleokapsid
proteini (C) ve zarf glikoproteinleri olan E™, E1, E2 virusun yapisal proteinlerini

olustururken digerleri yapisal olmayan proteinler arasinda yer almaktadir. ORF’nin



translasyonu sonrasinda ortaya ¢ikan poliproteinin proteazlarla bdliinmesiyle agiga ¢ikan

proteinlerin 6zellikleri Tablo-1’de gosterilmistir.

BVDV Genome

S'UTA  Cap MNS4b
Mpro Ems Ef E2 p7 M523 MS4a NS5a NS5b J'UTR

-

Sekil -1. Bovine Viral Diarrhoea Virus genom organizasyonu.

[Bu sekil Neill JD. ve arkadaslar1 2013 (27) kaynagindan alinmustir. ]

BVDV biyotiplerinin NS2/3 poliproteini yoniinden farkliliklara sahip oldugu
belirlenmistir. Non-sitopatojenik BVDV suslarinda goriilen NS2/3 proteinlerinin
sitopatojenik suslarda NS2 ve NS3 olarak 2 proteine ayrildigi ve NS3 proteinin RNA
replikasyonunda 6nemli oldugu bulunmustur (26). Sitopatojenik suslarda NS2/3
proteininin iglenmesi virus susuna bagli olarak farkl: stratejilerle iliskilendirilmistir. Bu
genomik degisimlerin; genom duplikasyonlari, hiicresel mRNA sekanslarinin inzersiyonu
ve nokta mutasyonlarindan ileri geldigi bildirilmistir (27). Viral genomda NS3 olusumuyla
iliskilendirilen A ve B bdlgeleri bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla 1535. ve 1589. aminoasit
pozisyonlaridir. B bdlgesindeki inzersiyonlar; bu bolgenin karboksi terminal ucuna yeni
ayrilma bolgesinin tanimlanmasi ya da bu bolgeye oto-katalitik aktivitenin eklenmesi ile
sonuglanarak NS3 bdlgesinin N-terminal ucunun NS2/3 prekiirsoriinden ayrilmasiyla
sonuglanmaktadir. A bolgesinde gerceklesen inzersiyonlar ise konformasyonel
degisimlerin sekillenmesine izin vererek, yine B bolgesinin ayrilmasina yol agmaktadir

(23, 28).



Tablo-1. BVDV proteinleri ve baz1 6zellikleri*

Viral Protein  Sinonim  Biiyiikliigii Ozellik Fonksiyon
(Kilodalton)
Npro p20 20 Yapisal olmayan Otoproteaz,
(RNA replikasyonu i¢in gerekli degildir)
C pl4 14 Yapisal Virionun niikleokapsidini olusturur
Erms gp48 48 Yapisal Zarf glikoproteini
Riboniikleaz aktivitesi
E1l 25 Yapisal Zarf glikoproteini
Integral membran proteini
E2%* gp53 53 Yapisal Zarf iliskili glikoprotein
Integral membran proteini
Immunodominant yapisal protein
p7 7 Yapisal olmayan Fonksiyonu kesin olarak bilinmiyor
RNA replikasyonu i¢in olmasa da
enfektif virus tiretimi i¢in gerekli
NS2/3 gpl25/80 125 NS2/3 ve NS3 RNA helikaz ve N
terminal serin proteaz bolgeleri icererek
NS2 p54 54 Yapisal olmayan kendini diger yapisal olmayan
NS3 P80 0 proteinlerden ayririr
NS4A 7.2 Yapisal olmayan Serin proteaz kofaktorii
NS4B 38-39 Yapisal olmayan Replikaz bileseni
NSSA 55-56 Yapisal olmayan Replikaz bileseni
NSSB 81-82 Yapisal olmayan RNA bagimli RNA polimeraz

* :Bu Tablo Ridpath J.F., 2005 (23) kaynagindan alinmustir.
**:Notralizan epitoplarinin dnemli bir bolimii E2 glikoproteinleri lizerinde yer almaktadir.

Flaviviridae ailesi igerisinde yer alan diger viruslarla karsilastirildiklarinda

pestiviruslarin iki 6zgilin proteini bulunmaktadir. Bunlardan biri NP™, digeri E™

glikoproteinleridir. NP™; kendini viral polipeptidden ayirma 6zelligi tasidig gibi ayni

zamanda amino terminal ucu konak¢1 immun sistemini baskilayici 6zellik de

sergilemektedir. Degisik arastirmalar otoproteaz niteligindeki N**’nun IRF-3 (interferon

regiilasyon faktorii) aktivitesini engelleyerek, uyarim antagonisti seklinde ¢alistigini ve tip

I interferonun tiretiminin engellendigini gdstermistir (29, 30). Diger bir 6zglin protein olan



E™ glikoproteininin 3 interferon yanitinin tetiklenmesini engelledigi diisiiniilmektedir.
Enfekte hayvanlarda E™, E2 ve NS3 proteinlerine kars1 gelisen etkili antikor yaniti
saptanabilirken, virus tarafindan kodlanan diger proteinlere kars1 ya ¢ok diisiik miktarda
antikor saptanabilmekte ya da hi¢ saptanmamaktadir. Virus replikasyonunda hiicrede viral
genomun serbest hale gelmesine olanak saglayan reseptor aracilikli endositosis ile
iliskilendirilen E™, E1, E2 glikoproteinleri nétralizan antikorlarin olusumundan da
sorumludur. Ancak nétralizasyon i¢in immunodominant epitoplar1 E2 glikoproteini

sergilemektedir (31).

BVDYV Biyotipleri

Hiicre kiiltiirlerinde olusturduklar: etkiye gore BVDYV suslart sitopatojenik (cp) ya da
non-sitopatojenik (ncp) olarak iki biyotipe ayrilmaktadir (24, 32). Sitopatojenik suslar
hiicre kiiltlirlerinde vakuolizasyon, hiicre 6liimii, vb degisikliklere neden olurken, non-
sitopatojenik suslarda hiicre biitiinliigii ve morfolojisi korunmaktadir (33). BVDV
biyotipik siniflandirmasi in vivo sartlardaki virulensle iligskilendirilmemektedir. Dogada cp
suslara nazaran ncp BVDV suslar1 daha yaygin olarak goriilmektedir. Genellikle sahada
cp suslar mukozal hastalik (MD) olgularindan ya da agilama sonrasi1 gelisen salginlardan
izole edilmektedir (23). MD olgularinda sitopatojen biyotip ile enfeksiyon persiste enfekte
hayvanin siiper enfeksiyonuyla gergeklesebilecegi gibi nonsitopatojen biyotipin mutasyonu
sonucunda da ortaya ¢ikabilecegi bilinmektedir (34). Her iki biyotip de esit patojeniteye
sahip olabilir, siddetli bulgulara yol acabilir. Ancak klinik olarak siddetli akut BVDV
enfeksiyonlarinin biiytik bir boliimii ncp viruslarla iliskilendirilmistir (35, 36). Daha da
onemlisi persiste enfeksiyon sadece ncp biyotipteki suslar tarafindan olusturulmaktadir

(37, 38).

BVDYV Genotipleri

Viral niikleik asit dizininde 5’UTR bolgesi baz alinarak yapilan karsilagtirmalar temel
almarak BVDV suslar1 BVDV-1 ve BVDV-2 olarak iki genotipe ayrilmistir (19, 20).

1990’11 yillarin baslarinda akut hemorajik sendrom olgularindan izole edilen, yiiksek



viriilense sahip viruslar genotip -2 (BVDV-2) olarak, immunokompetans gelisen
hayvanlarda orta siddette enfeksiyon meydana getiren ve o giine kadar rutin asilama
programlarinda ve diagnostik testlerde kullanilan izolatlar ise genotip -1 (BVDV-1) olarak
siniflandirilmistir (19). Daha sonra yapilan ¢alismalar ise iki genotip arasindaki filogenetik
farkliligin sadece 5’UTR bolgesinden degil, tiim genom boyunca goriilebilecek
degisikliklerden ileri gelebilecegini gdstermistir (39). Ayrica BVDV-2 suslarinin sadece
siddetli akut sendromlardan sorumlu olmayip, her iki genotipin virulenslerinde de farklilik

goriilebilecegi ortaya konulmustur (40, 41).

Her ne kadar ilk yapilan siniflandirma ¢alismasinda filogenetik analizler temel alinmis
olsa da (19, 20), virus suslarinin karakterizasyonu i¢in yapilan daha sonraki ¢aligmalar iki
grup arasinda antijenik ve serolojik farkliliklar oldugunu gostermistir (42). BVDV genetik
ve antijenik cesitliliginin, RNA viruslarinda goriilen yiiksek mutasyon oranindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Diger RNA viruslarinda oldugu gibi BVDV’de de RNA
polimeraz aktivitesinden dolay1 genomik mutasyon ve antijenik varyasyonlar oldukca
yaygindir (43). Pestiviruslarda E2 glikoproteinini kodlayan bolgede nokta mutasyonla
iligkili degisikliklere sik rastlanir. Bu sikligin her virus ¢ogalma siklusunda 10 Kb’da 1
hata seklinde gergeklestigi gosterilmistir (44). Bu veriye gore her bir virus ¢ogalma
siklusu yeni bir varyant olusumuna yol acabilmektedir. BVDV suslar1 arasinda
rekombinasyon sekillenebildigi (45) ve bu rekombinasyonun sadece cp virusun
olusumunda 6nemli olan NS3 gen bdlgesinde degil, viral genomun farkli bolgelerinde de

olabilecegi gosterilmistir (46).

BVDYV Alt Gruplar ve Genetik Cesitlilik

BVDYV genomundaki degisikliklerin suslar arasinda farkliliklara da yol ac¢tig1
gosterilmis (47). Her iki genotip igerisinde monoklonal antikorlar ve molekiiler genetik
yontemler ile ortaya konulabilen alt gruplar tanimlanmistir (48). Bugiine kadar BVDV-1
igerisinde 18 (BVDV la-1r) (25, 47, 49 - 53) ve BVDV -2 igerisinde 4 (BVDV 2a-2d) alt

grup tanimlanmstir (54).

Alt gruplar arasindaki antijenik farkliliklar ¢capraz notralizasyon (43) ve monoklonal

antikor reaksiyonlart ile belirtilmis (48); as1 etkinlikleri (55) ve diagnostik testler {izerine



etkileri gosterilmistir (46). Monoklonal antikorlar kullanilarak izolatlar arasinda yiiksek
antijenik degisikliklerin gosterildigi bir calismada, antijenik varyasyonlarin hastalik

olusumu yaninda siddetli klinik goriiniimlerle de iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (56).

S6z konusu alt gruplar arasinda klinik bulgular acisindan ayrim yapilip
yapilamayacagi tartisma konusudur. Buzagilarin BVDV-1d alt grubu ile deneysel olarak
enfekte edildigi bir calismada, primer olarak solunum yolu hastaliklar1 gelismistir (57).
Farkl1 bir ¢alismada ise BVDV-1 ve ncp viruslarin solunum yolu hastaliklarinda daha
baskin olmas1 fikri genetik olarak incelenmis ve BVDV-1b alt grubunun solunum yolu ile
iligkili hastaliklarda daha sik goriildiigii belirlenmistir (58). Bununla birlikte gebeligin gec
donemlerinde gelisen fotal enfeksiyonlarda BVDV-1b yerine BVDV-1a’nin daha yaygin
oldugu bulunmustur (59). Bu c¢aligsmalara karsin giiniimiizde klinik gdriintimlerin temel
alindig1 bir genetik tiplendirme ¢aligmasi bulunmamaktadir. Klinik goriiniimlere nazaran
capraz ndtralizasyon yontemiyle tespit edilen antijenik farkliliklar genotipik ayrimlar
hakkinda fikir verebilmektedir. Capraz nétralizan antikor titreleri incelendiginde; farkl
genotipler arasinda elde edilen titrelerin, ayn1 genotip igerisinde yer alan farkli alt gruplar

arasinda gelisen yanitlara nazaran ¢ok katl artis gosterdigi belirlenmistir (60, 61).

Epidemiyoloji

BVDV ’nin dogal konakgisinin sigirlar oldugu kabul edilmektedir. Siirli yonetim
kosullar1, asilama durumu ve siiriide persiste enfekte (PI) hayvanlarin varlig siiriide

enfeksiyonun seyrini etkileyen faktorlerdir (62, 63).

BVDV enfeksiyonlarimin biiylik bir ¢gogunlugu ncp virus suslarindan kaynaklanir.
Bulasmada daha ¢ok PI hayvanlar 6nemli goriiliirken, akut enfekte hayvanlardan
horizontal bulagsma daha az goriilmektedir (64, 65). Kontamine asilar, semen ve
hekimlerce kullanilan ekipmanlar iatrojenik bulagsmada etkilidir (66, 67). Sigir
popiilasyonlarinda PI hayvanlarin prevalansinin %1°den daha diisiik oldugu gosterilmistir

(64).

Her ne kadar sigirlar BVDV enfeksiyonlari i¢in dogal konaker1 olarak kabul edilse de

domuz, koyun, keci, bizon, geyik ve devegiller gibi diger tiirlerin de virusa duyarl



olduklar1 ve BVDV nin bu hayvanlarda enfeksiyon olusturdugu bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (69-72). Sigirlar disindaki hayvan tiirlerinin enfekte olabilmesinin BVDV

enfeksiyonunun epidemiyolojisinde kritik 6nemi olabilecegi diisiiniilmektedir (69).

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda BVDV enfeksiyonunun muhtemelen enzootik bir
hastalik oldugu gosterilmistir (73, 74). Glin gegtikce artan seroprevalans degerlerinin
isletmeler arasinda degerlendirildiginde % 0.6 - %100 arasinda (75-77), 6rneklenen
poplilasyon igerisinde ise % 31.7 — 96.8 arasinda seyrettigi ortaya konulmustur (78-80).
Orneklenen popiilasyonlarda persiste enfeksiyon oranlarinin %0.07 —% 0.25 arasinda

seyrettigi bildirilmistir (76, 77, 82).

Birgok tlilkede BVDV-1’in predominant genotip oldugu belirlenmistir (22, 83). Bazi
BVDV alt gruplarinin da farkli cografik lokalizasyonlarda agirlikli olarak goriildiigii
belirlenmistir. BVDV-1 alt gruplarinin cografik dagilimlar1 Tablo 2-6’da gdsterilmistir.

Benzer sekilde Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda da BVDV-1"nin yayginliginin BVDV-
2 genotipine kiyasla daha fazla oldugu goriilmistiir (25, 84, 85). Yesilbag ve arkadaslar
(25), 7 bolgede 15 ilden izole edilen 30 virus izolatinin dizi analizilerini incelemislerdir.
NP bolgesi temel alindig1 bu ¢aligmada, 1 izolatin BVDV-2 genotipinde, 29 izolatin
BVDV-1 genotipinde yer aldig1 gosterilmistir. BVDV-1 genotipi igerisinde yer alan
izolatlarin 15’inin BVDV-1/ alt grubunda, digerlerinin BVDV-1a (4 izolat), BVDV-1b (4
izolat), BVDV-1d (3 izolat), BVDV-1f (2 izolat), BVDV-1h (1 izolat) seklinde dagildig
belirtilmistir. Oguzoglu ve arkadaslarinin (86) gergeklestirdigi calismada 10 farkli ilden
elde edilen izolatlarin 5’UTR ve NP™ bolgeleri baz alinarak yapilan karakterizasyonunda
40 izolattan 18 adeti BVDV-1/, 10 adeti BVDV-1f, 7 adeti BVDV-1b, 3 adeti BVDV-1d
ve 2 adeti BVDV-1a alt grubunda yer almistir. Yilmaz ve arkadaslarinin (85)
gerceklestirdigi caligsmada ise Tiirkiye nin 4 farkli bolgesinden temin edilen 19 izolatin E2
ve 5’UTR genomik bolgeleri temel alinarak yapilan filogenetik analizinde 2 6rnegin
BVDV-2 genotipinde, 17 6rnegin ise BVDV-1 genotipinde oldugunu gostermislerdir.
BVDV-1 alt gruplar1 arasindaki dagilimin BVDV-1f (8 izolat), BVDV-1i (1 izolat),
BVDV-1d (1 izolat) oldugu, 7 6rnegin ise daha dnce tanimlanmamis yeni bir alt grupta yer
aldig1 bildirilmistir. Bu ¢alismalar 1s181inda Tiirkiye’de sirkiile olan izolatlar arasinda en

yaygin genetik alt gruplarin BVDV-1/ ve BVDV-1f oldugu goriilmektedir (Tablo- 6).
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Tablo-2. BVDV-1 alt gruplarinin Amerika kitasindaki dagilimi

Ulke Gen bolgesi Yil* BVDV-1 alt gruplan Kaynak
a b ¢ d e g j Kk
ABD E2 1998 - 2001 6 26 - - - - - - (87)
Arjantin 5°-UTR, Npro 1994 - 2004 1 - - - - - (88)
Brezilya 5°-UTR, Npro 1994-2004 4 2 - - 1 } o (88)
Brezilya 5’-UTR 8 3 - - - - - - (89)
Peru ve Sili 5°-UTR, Npro 1994-2004 2 23 - - } o (90)
Toplam 21 54 1
*Virus izolasyonunun yapildigi yili géstermektedir.
Tablo-3. BVDV-1 alt gruplarinin Avustralya kitasindaki dagilimi
Ulke Gen bolgesi Yi* BVDV-1 alt gruplan Kaynak
a b ¢ de f g h i j k! m no p q r
Avustralya 5’UTR 1989 - 2010 13 1 425 - - - - - - - - - - . . - - - (839D
Toplam 13 1 425

*Virus izolasyonunun yapildig: yili gostermektedir.
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Tablo-4. BVDV-1 alt gruplarinin Afrika kitasindaki dagilimi

BVDV-1 alt gruplan

f g h

k

Kaynak

(88)
92)

Ulke Gen bélgesi Yil*

a b c¢c d
Misir 5’-UTR, Npro 1994 - 2004 -
Tunus 5’-UTR, Npro 2001 - 2002 -2
Toplam 2

*Virus izolasyonunun yapildigi yili gostermektedir.

Tablo-5. BVDV-1 alt gruplarinin Asya kitasindaki dagilimi

BVDV-1 alt gruplan

Kaynak

g

h

i

i

k

)

m

14

(51, 52,93)
(94, 95)
(49, 96-98)

(99, 100)

Ulke Gen bolgesi  Y1l*

a b c
Cin 5°-UTR, NP® 2005 - 2008 2 21 8
Hindistan =~ 5°UTR, NP 2000 - 2008 7 34 -
Japonya 5°-UTR 1975-2008 118 186 148
Kore 5°-UTR 2005 - 2008 20 6 -
Toplam 147 247 156

14

*Virus izolasyonunun yapildig1 yili géstermektedir.
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Tablo-6. BVDV-1 alt gruplarinin Avrupa kitasindaki dagilimi

Ulke Gen bolgesi Yil® BVDV-1 alt gruplar1 Kaynak
a b d e f g h i J k 1 ?

Almanya 5’UTR, E2 1960-2000 1 31 24 - 3 - - - - - - - (101)
Avusturya 5’UTR, NP 1997-2006 4 52 31 6 112 7 153 - - 3 - - (47, 102, 103)
Birlesik Krallik 5’UTR, NP 1966- 2009 304 58 - 3 1 - - 20 - - - - (47, 106, 107)
Cek Cumhuriyeti 5’UTR, NP 2004-2007 - 16 16 2 7 - - - - - - - (104)
Danimarka 5’UTR 1962-2002 - 6 29 1 - - - - - - - - (105)
Finlandiya 5’UTR, NP 1994- 2004 - - 5 - 1 - - -2 - - - (8%)

Fransa 5’UTR, NP 1993-2005 3 15 3 46 - - - - - 3 - (47, 50)
Irlanda Cumhuriyeti ~ 5’NCR 1968-1998 24 - - - - - - - - - - - (108)

ispanya 5’UTR, NP 1989-2002 1 63 - 6 - - 1 - - - - (47, 109, 110)
1sveg 5’NCR 2002-2004 7 42 77 57 - - 61 - - 38 - - (43, 88, 111)
1svigre 5’UTR, NP - - 21 - 76 - - 44 - - 37 - - (88, 112)**
ftalya 5’UTR 1995-2007 8 75 10 33 6 4 6 - - - 8 (47,113-115)
Macaristan 5’UTR, NP 1971-1998 - 2 - - 3 - - - - - - - 47)

Portekiz 5’UTR 1994 2001 6 19 3 3 - - - - - - - - (116)
Slovakya 5’UTR, NP 1994- 2004 - - 1 1 1 - 1 - - - - - (47.88)
Slovenya 5’UTR, C-NP© 1997-2001 - 4 17 - 21 1 - - - - - - (117)
Tiirkiye SUTR,N" E2  1997-2011 711 7 - 20 - 1 1 - - 34 7 (25,53,85,86, 118)
Toplam 365 415 223 234 175 12 267 21 2 78 37 15

* :Virus izolasyonunun yapildig: yil1 gostermektedir.

**:Oransal degerler rakamsal degerlere doniistiiriilerek en yakin tam sayiya tamamlanmustir.
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Patogenez

BVDV solunum, sindirim, hematolojik, immiinolojik, norolojik ve reprodiiktif

sistemler gibi pek ¢ok farkli sistem iizerine patolojik etkiler dogurur.

Akut Enfeksiyon

Her yastaki seronegatif, immunokompetant duyarl sigirlarin etkenle ilk kez

karsilagmas1 sonucu akut enfeksiyon gelisebilmektedir (119).

Akut enfeksiyonlarda primer olarak virus girisi genellikle nazal ya da oral yolla
sekillenmektedir (120). Virus ilk olarak tonsiller, lenf dokusu, nazal ya da orofarengeal
mukozada tirer (121). Virusun oro-nazal mukoza epitelyal hiicrelerinde hizli tiremesi
mukozal iilserasyonlara, salya ve burun akintisina sebep olur (119). BVDYV kan damarlar
araciligiyla sistemik olarak yayilabilecegi gibi virus ya da enfekte hiicreler periferal lenfoid
dokulara fagositler araciligiyla da tasinabilmektedir. Her ne kadar yiiksek virulense sahip
suslarda virus sagilim1 uzun siire devam etse de, viremi enfeksiyon sonrasinda 24 saat
icerisinde baslayabilir ve genellikle bulagsmanin ardindan kan ve nazal akintilardan 3-10
giin siiresince virus tespit edilebilir (119, 122, 123). Sistemik yayilim sirasinda virus
ozellikle lenfoid dokularla birlikte pek ¢ok dokuya girebilmektedir. Antikor yanitinin ise
enfeksiyondan 2-3 hafta sonrasinda tespit edilebilir seviyeye geldigi ve enfeksiyondan 10-
12 hafta sonrasinda en yiiksek diizeye ulastig1 bildirilmistir (123). Antikor diizeyinin

yavag gelismesi etkenin olusturdugu immunosupresif etkiden kaynaklanmaktadir (120).

Enfeksiyonun seyri etkenin virulensi ile yakindan iliskilidir. Gerek diistik, gerekse
yiiksek virulensli suslarda enfeksiyon tonsil ve lenfoid dokuda baslar. Ancak ytiksek
virulense sahip suglarin olusturdugu kemik iligi enfeksiyonuna bagl olarak dokulardaki
antijen miktarinin hizla artmasina ve trombosit sayisinda diisiislere sebep oldugu
degerlendirilmistir. Diislik virulensli suslarin enfeksiyonunda etken dokulardan elimine
edilirken, yiiksek virulensli suslarla meydana gelen enfeksiyonlarda etken yayilmaya
devam etmektedir. Bu durum siddetli akut BVDV enfeksiyonlarinda goriilen doku
hasarina yol agmaktadir (124, 125). Yiiksek virulense sahip BVDV suslar1 basta lenfoid

dokular olmak tizere endokrin sistem dokulari ile solunum ve sindirim yolu mukozalarinda
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bulunmaktadir. Sindirim kanalinda, iist sindirim kanali epitellerinin nekrozu ve barsak

kriptlerinde erozyondan iilserasyona kadar degisen lezyonlar ile karsilasiimaktadir (124).

Hem lenfositler, hem de makrofajlar BVDV ’nin hedef aldig hiicreler arasindadir.
Akut enfeksiyonlarda gelisen immunosupresyon nekroz ve apoptoz araciligiyla
dolagimdaki lenfositlerin sayisal olarak azalmasi (lenfopeni) ve 16kosit fonksiyonunun
bozulmasindan ileri gelmektedir. Dolayisiyla, akut BVDV enfeksiyonlarinda goriilen B ve
T hiicre sayisindaki azalmanin siddeti virulensin belirlenmesinde bir kriter olarak
kullanilmaktadir (121). Lenfosit sayisindaki azalma yiiksek virulense sahip suslarda %60-
90 arasinda degisirken, diisiik virulense sahip suslarda %50°nin altinda kalmaktadir (23).

Transplasental Enfeksiyon

Akut enfeksiyonda hayvanin gebe olmasi durumunda agir sonuglarla
karsilagilmaktadir. Kontamine semen ya da venereal yolla, gebelikten kisa bir siire 6nce
gerceklesen akut enfeksiyonlar, gebelik siiresinde annenin maruz kaldig akut
enfeksiyonlar veya annenin PI olmasi durumunda transplasental enfeksiyon

sekillenebilmektedir.

BVDV plasentay1 gegme ve intrauterin enfeksiyon gelistirme yetenegine sahiptir.
Gebelik sirasinda gergeklesen intrauterin enfeksiyonun sonuglari daha ¢ok gebelik
donemiyle ya da etkenin 6zellikleriyle iliskilendirilmektedir. Her iki BVDV genotipi de
(BVDV-1, BVDV-2) transplasental enfeksiyon gerceklestirebilecegi gibi, her iki genotipin
ayn1 anda yer aldig1 enfeksiyonlarin da saptanabildigi bildirilmistir (126). Bununla beraber
her iki biyotip (cp ve ncp) de genital dokuyu enfekte edebilme, plasentayr gecebilme ve
fotusu enfekte edebilme yetenegine sahiptir (127, 128). Ancak erken gebelik doneminde
ncp virus varligiin “immunotolere persiste enfeksiyonu” sekillendirdigi, cp viruslarin ise

siklikla fotal hasara yol actig1 bilinmektedir (129).

Preoviilasyon ya da gebeligin 45. giliniinden 6nceki donemlerinde sekillenen genital
kanal enfeksiyonlarinda granuloza hiicrelerinin nekrozu fertilite oranlarinin azalmasi gibi
reprodiiktiif performans problemleriyle iligkilendirilmektedir (130). Ovaryum

enfeksiyonlarinda gelisen nonpurulent intersitisial yangi, granulosa hiicreleri ve
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follikiillerin nekrozu, vb lezyonlarin hormonal diizeylerde degisikliklere yol actig1,
dolayistyla gebelik oranlarinda azalmalara sebep oldugu bildirilmistir (127, 130). Bununla
birlikte gebeligin 45. giiniine kadar gelisen enfeksiyonlar embriyonik 6liimlerle ve

rezorbsiyonla sonuglanmaktadir (131).

Gebeligin 45. giiniinden sonra gergeklesen fotal enfeksiyonlar; abort, 6lii dogum,
teratojenik etkiler, PI ya da seropozitif normal goriiniimlii buzagi dogumuyla
sonuglanabilmektedir (131). Gebeligin I. trimesterinin ge¢ donemleri, II. trimester ve
erken III. trimesterlerde gelisen fotal enfeksiyonlar farkli kongenital anomalilerin
sekillenmesine sebep olabilmektedir. BVDV enfeksiyonlarinda abort olgulariin
patogenezi tam olarak aciklanamamistir. Ancak plasentadaki nekroz ya da non-spesifik
lezyonlarin, bir¢ok fotal dokuda virus ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar: varliginin

(133, 134) abortu baslatan faktorler oldugu diisiiniilmektedir.

Organogenezin tamamlanmasindan dnce gergeklesen siirecte BVDV teratojenik
etkilere de yol agcabilmektedir. Fotusta etkilenen dokular arasinda beyin, timus, kaslar,
kemik ve akcigerler sayilabilir (135). Gebeligin 100. ve 150. giinleri arasinda, yani
organogenezin son asamalarinda beyin ve goz gelisimi gerceklestigi i¢in bu dokularda
gelisen lezyonlar en ¢ok karsilasilan teratojenik etkileri olusturmaktadir. Serebellar
hipoplazi, mikroensefali, hidrensefali, retinal displazi, retinada pigment kayb1 ve retinal

atrofi en sik karsilasilan bulgulardir (138, 142, 143).

Yavruda immun sistemin gelisimi yaklagik 180. gilinde tamamlanmaktadir. Ancak bu
asamaya ulasamayan fotuslarda virusa kars1 zayif ya da hi¢ gelismeyen antikor yaniti
gorilmektedir (136, 137). Gebeligin 125. giiniine kadar, 6zellikle de 30-90. giinleri
arasinda (132, 136) ncp BVDV ile enfeksiyon sekillenmesi PI yavru gelisimi ile
sonuglanmaktadir. Sonugta, etkeni organizmaya yabanci olarak gérmeyen, yasami
boyunca akut enfeksiyonlara kiyasla olduke¢a yiiksek diizeyde virus sagan ve klinik olarak
normal goriiniimlii olan immunotolere PI yavru sekillenmektedir (138). Persiste
enfeksiyonun tip-I interferon yanitinin etkilenmesiyle gelistigi diistiniilmektedir (139). PI
hayvanlar yavas gelisim gosterebilmekte veya 6lii dogabilmektedirler (132, 140).
Immunosupresyonla sonuglanan bagisiklik sistemi hasarlarindan dolay1 bu hayvanlarda
yasamlarimin ilk donemlerinde daha yiiksek oranda enfeksiyona maruz kalma durumu ve

Olim goriilmektedir (141).
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Gebeligin II. trimesterinde fotal immun sistemin gelismis olmasi yavrunun
enfeksiyona karsi immun yanit sekillendirmesine yol agmaktadir. Dolayisiyla gebeligin
90. ve sonrasindaki giinlerinde gelisen enfeksiyonlarda, dogan buzagilarin prekolostral
kan 6rneklerinde notralizan antikorlar tespit edilebilir (23). Fotal lenfoid dokunun ve
immunokompetansin gelisiminin tamamlanmadigi bu hayvanlarda non-sitopatojen
viruslarla gerceklesen enfeksiyonlarda olusan fotal hasar sinirh diizeydedir ve gebelik
devam edebilmektedir. Bu durum klinik olarak normal goriiniimlii, akut enfeksiyonu
atlatabilen, siirekli viremik olmayan, seropozitif buzagi dogumlariyla

sonuglanabilmektedir.

Mukozal Hastahk

Mukozal hastalik (MD) sadece ncp BVD virusla PI hayvanlarda, antijenik olarak
homolog cp susla siiperenfeksiyon sekillenmesiyle gelismektedir (144). MD olgularinda
enfeksiyonun seyri iki biyotip arasindaki benzerlige baghdir. Siiperenfeksiyon farkli
stratejilerle gelismektedir. Bu durum homolog bir cp virus susunun horizontal
bulagmasinin yaninda, PI olusturan ncp virusun mutasyonuyla da gelisebilmektedir. Bu
mutasyonla antijenik yapida degisim olmamakta, ancak cp virusun konak¢1 savunmasi

tarafindan taninmadan replike olmas1 saglanmaktadir (46).

Enfeksiyon baglangiciyla birlikte virus tonsiller epitel hiicrelerinde ¢cogaldiktan sonra
bolgesel lenf yumrularina, Peyer plaklarina, barsaklarda mukoza iligkili lenfoid dokuya ve
akciger ya da nazal lenf follikiillerine yayilmaktadir. Epitel dokuda enfeksiyon gelisimi
ancak lenfoid dokunun enfeksiyonu sonrasinda ger¢eklesmekte ve artan apoptotik hiicre
oliimii her iki dokuda olusan lezyonlarin temelini olusturmaktadir. Intestinal mukozada ise

enterositler luminal yiizeyden degil, bazolateral ylizeyden enfekte olmaktadir (135).
Klinik Bulgular

BVDV enfeksiyonu sonrasinda, etiyolojik ajan ya da konakc¢iya bagl faktorlerin
etkisiyle degisik klinik bulgular goriilmektedir. Biyotip (cp, ncp), genotip (BVDV-1,
BVDV-2) ve susa ait virulens fakliliklar1 enfeksiyonun klinik goriiniimiinii etkileyen viral
etiyolojik 6zelliklerdir. Bunun yaninda immunokompetans gelisimi, bagisiklik ya da
gebelik durumu ve donemi (<45 giin, 45-125, 100-175, >150) gibi faktorler de klinik
bulgulara etki eden konake1 faktorleridir.
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Gebe Olmayan Hayvanlarda Klinik Bulgular

Subklinik Enfeksiyon

Gerek deneysel, gerekse saha ¢alismalarinda immunokompetans gelismis seronegatif
hayvanlarda en ¢ok gdzlenen akut enfeksiyon formunun subklinik enfeksiyon oldugu
gosterilmistir. Klinik yansima olmaksizin gelisen bu tip enfeksiyonlarin orani %70-90
arasinda degismektedir (145). Subklinik enfeksiyonun hafif ates, 16ykopeni ve antikor
gelisimiyle seyrettigi goriilmektedir. Ayrica, siit¢ii sigirlarda siit liretiminde azalmanin

subklinik enfeksiyonlarla iligkili olabilecegi bildirilmistir (146).

Akut Enfeksiyonlarda Klinik Bulgular

Akut enfeksiyon tanimi serokonversiyon durumuna bakilmaksizin, PI olmayan,
immunokompetan hayvanlarda goriillen BVDV enfeksiyonlar1 i¢in kullanilmaktadir. Her
iki biyotip de bu formu olusturmakla beraber ncp viruslara daha sik rastlanmaktadir.
Enfeksiyon yliksek morbidite, diisiik mortalite ve minimal mukozal lezyonlarla
karakterizedir. Klinik bulgular olarak farkli diizeylerde seyreden ates, istahsizlik, halsizlik,
l6ykopenti, okiiler ve nasal akinti, oral erozyon ya da iilser, dis eti ve vulvada lezyonlar ile
ishal sayilabilir. Neonatal buzagilarda enteritis, hizl1 solunum ve pndymoni gozlenir (147).
Intranasal yolla sekillendirilen deneysel bir enfeksiyonda klinik bulgular olarak istahsizlik,
ates, kanl ishal gelistigi, makroskobik patolojik bulgular olarak alt sindirim, solunum ve
lenfatik sistemde lezyonlar goriildiigii, mediastinal ve mezenterik lenf nodiillerinde sisme,
hemoraji ve 6dem tespit edildigi bildirilmistir. En belirgin postmortem bulgu olarak
gastrointestinal sistemde siddetli konjesyon ve multifokal hemoraji goriiniimii belirtilmistir

(148).

BVDV’nin immunosupresif etkisinin goriilmesi halinde pek ¢ok sistemi
etkileyebilecek sekonder hastaliklarla da karsilasilabilinir. BVDV solunum yolu
epitellerinde iireyebilmekte ve sigir solunum yolu hastaliklarina sebep olabilmektedir.
Bununla birlikte etkenin nétrofil, monosit ve lenfositlerin fonksiyonlarini baskilamasindan
dolay1 gelisen immunosupresyonun akut enfeksiyonlarda “sigir solunum yolu kompleksi-

(BRDC)” gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (149). Bu seyir sekli bovine
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respiratory syncytial virus (BRSV) ve bovine herpes virus tip-1 (BHV-1) gibi etkenlerle
komplike olgularda daha siddetli klinik gortinlimle sonuclanabilmektedir (149, 150).

Neonatal buzagilarda gelisen BVDV enfeksiyonlari enteritis ile iliskilendirilmektedir
(151). Deneysel BVDV enfeksiyonlarinda etkenin neonatal buzagilarda enteritise sebep
olan direkt ve indirekt etkileri goriilmiistiir. Virus direkt olarak duodenumda villoz atrofi
ve barsak mukozasi yangisina yol acarken, rotavirus ile ger¢eklesen kombine

enfeksiyonlarin daha siddetli sonuglandigi belirtilmistir (152).

Etken transplasental enfeksiyona yol agabilecegi gibi genital sitemi etkileyerek verim
kaybina da yol acabilmektedir. Disi hayvanlarda akut BVDV enfeksiyonlar1 ovaryum
fonksiyonlarinda degisikliklere yol acarak fertilite azalmasina neden olabilmektedir (127,
153) . Virus ayn1 zamanda immunokompetan akut enfekte bogalarin semenlerinde
bulunmus ve viremi goriilemeyen asamalara ulasildiginda bile etkenin ¢ok uzun siire
semenle sacildig1 gosterilmistir (154). Ayrica enfekte semenlerle yapilan tohumlamalarda

reprodiiktiif performansin diistiigii gosterilmistir (155).

Siddetli Akut Enfeksiyon (Hemorajik Sendrom)

Akut BVDV enfeksiyonlarinin bir diger goriiniimii ncp BVDV-2 suslariyla
iligskilendirilen “Hemorajik Sendrom”dur. Etkilenen sigirlarda genellikle belirgin
trombositopeni, mukozal yiizeylerde petesi ve ekimozlarin olusumu, epistaksis, kanli ishal,

ates, loykopeni ve 6liim ortaya ¢ikmaktadir (120).

Yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip bir perakut BVDV formu 1990 ve sonrasinda
tanimlanmistir. Her yas grubundaki sigirlarda ates, pndymoni, ani 6liim ve abort
goriilebilen bu formda ayn1 zamanda mukozal hastaligi andiran siddetli lezyonlarin
gorildiigli ve mortalite oraninin %25 oldugu bildirilmistir (18). Bu olgulardan elde edilen
izolatlar niikleik asit ¢alismalartyla o donemde bilinen klasik BVDV etkeninden farkli
oldugu bildirilerek, BVDV-2 genotipinde siniflandirilmistir (20). Ancak giinlimiizde
BVDV-2 genotipinde yer alan viruslarin tamaminin siddetli klinik gériinlime yol agmadigi
hatta her iki genotipin de siddetli akut enfeksiyonlardan sorumlu olabilecegi kabul

edilmektedir.
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Gebe Hayvanlarda Klinik Bulgular

Immunokompetant gebe sigirlardaki enfeksiyonlarda klinik goriiniim subklinik, akut,
siddetli akut ya da hemorajik sendromda goriilen bulgularla aynidir. Gebe hayvanlarda
klinik bulgularin goériilmemesi fotal korunmanin saglandigini ya da transplasental
enfeksiyonun olmadigini gostermeyebilir. BVDV enfeksiyonlarinin yaklagik %100’tinde
etkenin plasentay1 gecebildigi deneysel olarak gosterilmistir (156).

Implantasyon 6ncesi donemde gelisen enfeksiyonlarda embriyonik ve fotal dliimler
goriliirken, 40-125. giinler arasinda gelisen enfeksiyonlar fotal 6liim, mumifikasyon,
abort, PIyavru dogumu ve diisiik oranda teratojenik etkilerle sonuglanmaktadir (132, 157,

158).

Gebeligin orta donemlerinde (125-180) gergeklesen enfeksiyonlar yiiksek oranda
kongenital enfeksiyonlarla sonuglanir. Daha ileriki dénemlerde (gebeligin 210. giiniine
kadar) gergeklesen transplasental enfeksiyonlarda da abort olgularina neden olabilecegi

bildirilmigtir (157).

Gebeligin 100-180. giinleri arasinda gelisen BVDV enfeksiyonlarinda goriilebilen pek
cok teratojenik etki mevcuttur. Bu siirecte fotus, bagisiklik sistemi gelisiminin ve sinir
sistemi organogenezinin son asamasindadir. BVDV enfeksiyonlarinda karsilasilan
bozukluklar olarak merkezi sinir sistemi defektleri (serebellar hipoplazi, hidrensefalus),
okiiler defektler (retinal atrofi, retinal displazi, katarak), timik hipoplazi, gelisim geriligi,
pulmoner hipoplazi, brahignati, artrogripozis ve diger iskelet anomalileri sayilabilir (143,

159).

Mukozal Hastalikda Goriilen Klinik Bulgular

MD non-sitopatojen BVDV ile persiste enfekte buzagilarin antijenik olarak benzer
sitopatojen BVDYV ile siiperenfeksiyonunda sekillenen sporadik bir hastalik tablosudur.
Deneysel olarak gerceklestirilen MD olgularinda 7-14 giinde klinik bulgularin gelistigi
“erken MD” formu ve aylar sonra klinik bulgularin goriildiigii “ge¢c MD” formu

tanimlanmistir (160). Bu ¢alismada (160) ge¢c MD formunun siiperenfeksiyonu olusturan
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sitopatojen virusun non-sitopatojen virusla rekombinasyonu sonucunda ortaya ¢iktigi,
erken MD formunun ise homolog sitopatojen virusla siiper-enfeksiyon sonucunda

sekillendigi belirlenmistir.

Mukozal hastalik goriilen olgularda sekillenen klinik bulgular ates, anoreksia,
tagikardi, polipnoe, azalan siit verimi, mukoza ve fibrin icerikli kanl1, pis kokulu sulu ishal,
dis eti, dil, damak ve deride olusan, iyilesmeyen eroziv ya da lilseratif lezyonlar,
interdigital bolge ve vulvada gelisen erozyonlar seklinde siralanabilir. Postmortem
bulgularda gastrointestinal sistem ve solunum yollarinda nekrotik {ilserler ya da erozyonlar
goriilebilmektedir (161). Bu hayvanlarda 6liim oran1 %100’ diir. Goriilen klinik bulgular
hemorajik sendrom seyrine benzese de MD olgularinda destekleyici tedaviden yanit

alinamamaktadir.

Teshis

Cok degisken klinik goriinlimlerin gelisimi sahada BVDV enfeksiyonlarinin teshisini
giiclestirmektedir. Serum, kan, farkli dokular, sekret ve eksretlerden BVDYV tespiti i¢in bir
cok metot gelistirilmistir. Bunlar virus izolasyonu, floresan antikor testi, immuno-
histokimyasal testler, ELISA, reverz transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu ve

modifikasyonlari olarak siralanabilir (162).

Biyolojik olarak aktif virus tespitine imkan saglamasi sebebiyle hiicre kiiltiirlerinde
gergeklestirilen virus izolasyonu standart yontem olarak kabul edilmektedir (163). Virus
tespiti i¢in hiicre kiiltiiriine inokulasyon sonrasinda uygulanan immunoperoksidaz testi
(peroksidaz bagl antikor testi - PLA), immunofloresan testleri ve ELISA, niikleik asit
tespiti i¢in reverz-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu, antikor tespiti i¢in ise virus
noétralizasyon ve indirekt ELISA en yaygin kullanilan testler arasindadir (163, 164). Ancak
bu yontemlerden higbiri akut enfeksiyonla PI arasindaki farki gosterememektedir. Bu
sebepten PI hayvan tespiti i¢in 3 hafta ara ile saglanan 6rneklerde ardi ardina iki kez

antijen pozitif test sonucu elde edilmesi gerekmektedir (162).

Dogal enfeksiyon ve modifiye canli asilama yapilan hayvanlarda NS2/3 — NS3

proteinine karsi yiiksek antikor yanit1 gelisirken, inaktif as1 ile agilama yapilan hayvanlarda
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antikor yanit1 virus ylizeyinde bulunan yapisal proteinlere kars1 gelismekte, yapisal
olmayan NS2/3 — NS3 proteinine kars1 gelismemektedir (23). Dolayisiyla NS2/3 — NS3
proteini ya da buna spesifik antikor varliginin tespit edilmesinin dogal enfeksiyonla inaktif
asilama arasindaki ayrimin yapilmasina imkan verebilecegi diisiiniilmektedir. Inaktif
virusla asilanan si1gir serumlarinda nétralizasyon testi ve farkli glikoproteinleri hedef alan
ELISA tekniklerinin karsilastirildigi bir calismada; ELISA yontemi ile NS2/3 proteinine

spesifik antikor yanitinin tespit edilememesi bu diisiinceyi desteklemektedir (165).

Virus izolasyon-immunoperoksidaz, immunoperoksidaz monolayer, indirekt
immunoperoksidaz monolayer ve reverz transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PZR) testlerinin BVDV tespitindeki etkinliklerinin karsilastirildig: bir calismada RT-PZR
testinde % 93,3; virus izolasyon- immunoperoksidaz testinde % 91,1; indirekt
immunoperoksidaz monolayer testinde % 88,8 ve immunoperoksidaz monolayer testinde

% 82,2 pozitif sonug elde edilerek tekniklerin duyarliliklari ortaya konulmustur (166).

Gilinlimiizde farkli duyarliliklara sahip pek ¢ok teshis yontemi bulunmasina ragmen
BVDV’nin 6zellikleri goz oniine alindiginda virus tespitini olumsuz etkileyen bir ¢cok 6zel
durum bildirilmistir. Farkli 6 tilkeden orijin alan ve 5 farkli laboratuvardan temin edilen
23 pestivirus susunun monoklonal antikorlarla karsilastirildig: bir calismada, ayn1 isimle
farkli laboratuarlarda kullanilan BVDV suslarinin farklilik gosterdigi bildirilmistir.  Sik
gerceklesen genomik degisikliklerin ve kesin olarak bilinmeyen epitopik varyasyonlarin
buna sebep oldugu one siirtilmiistiir (167). BVDV’nin DNA polimeraz enziminden yoksun
olmasi sebebiyle proofreading mekanizmasi tasimayan RNA viruslarindaki yiiksek
mutasyon olasilifinin laboratuvar ¢aligmalarindaki standardizasyonu etkiledigi yine

Tirkiye’de gerceklestirilen bir calismada desteklenmistir (168).

Cok sayida monoklonal antikorun kullanildig: bir ¢aligmada, E2 proteinine spesifik 13
antikordan sadece 2’sinin tiim BVDV-2 suslarin1 tanidigi ve hicbirinin BVDV-1 suslarimi
tanimadig belirtilmistir (31). Daha sonra yapilan bir caligmada ise E™ proteinine kars1
gelistirilmis monoklonal antikorlarin kullanildigi immunohistokimyasal boyama ve ELISA

yontemleriyle tespit edilemeyen bir viral varyant bildirilmistir (169).

Birden fazla viral glikoproteini taniyan poliklonal ya da monoklonal antikorlardan
havuz olusturulmasi gibi farkli test stratejilerinin gelistirilmesinin, tiim PI hayvanlarin

tespit edilmesi ve eradikasyon programlarinin kolaylastirilmasi i¢in 6nemli olabilecegi
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diisiiniilmektedir (22). S6z konusu ¢alismalar pestivirus evrimine 1s1k tutmasi yaninda,
BVDV suslari arasindaki antijenik farkliliklarin bu viruslarin tespitini zorlastirdigini da

ortaya koymaktadir (170).

Kontrol

BVDV o6zellikle sigirlarda olusan hastaliklarla iliskilendirilse de antijenik ve serolojik
calismalar etkenin koyun, ke¢i, domuz, geyik, deve, vb farkli evcil ve yabani
ruminantlarda da iireyebildigini gostermektedir. Bu hayvanlarda olusan klinik bulgularin
da sigirlardaki bulgulara benzer oldugu diistintilmektedir (134, 171-174). Dogada serbest
dolasan s6z konusu yabani ruminant popiilasyonu evcil sigirlarla temas kurabilmektedir.
Dolayisiyla sigirlar arasinda direk temas, hava, semen, iatrojenik bulagma kadar, sigirlar
disinda enfeksiyonun goriildiigli diger hayvanlardan bulasma da BVDV kontrol
programlari i¢in dnem tagimaktadir.

Iskandinav iilkelerinde gergeklestirilen kontrol calismalarinin basarist BVDV
eradikasyonunun miimkiin olabilecegini gostermis (105, 111, 175) ve diger bolgelerde
kontrol programlarinin gelismesine Onciiliik etmistir (176, 177). Ancak farkli bolgelerde
uygulanacak eradikasyon programlarinin sabit bir uygulamaya bagl kalinarak
gerceklestirilemeyecegi bilinmektedir. Ulkedeki BVDYV insidensi, hayvan
populasyonunun yogunlugu, hayvan hareketleri, vahsi yasamla temas siklig1, sahada
yaygin olarak bulunan igletme tipi ve sirkiile olan BVDV suslar1 arasindaki varyasyonlar
programin diizenlenmesinde dikkat edilmesi gereken unsurlardir. Her ne kadar diizenlenen
kontrol programlarinin detaylar1 bolgeden bolgeye degisiklik gosterse de programin etkili
olmasi i¢in temel olarak; biyogiivenlik unsurlarini, PI hayvan tespit ve eliminasyonunu ve

enfekte siirtilerde asilama uygulamalarini igermesi gerekmektedir.

Asilama tek basina popiilasyondan etkenin elemine edilmesini saglayamamakta ancak
BVDYV yayiliminin engellenmesinde etkili olmaktadir. Asilamanin amaci, klinik
gorliniimlerin engellenmesi ve PI dahil fotal enfeksiyonlarin olusumunun
engellenebilmesine dayanmaktadir. Ancak BVDV suslar1 arasinda heterojenligin
saptanmast, ayrica asilarin fotal korumada ve en 6nemlisi de PI hayvanlarin popiilasyondan

uzaklastirilmasinda yetersiz kalmasi kullanilan asilarin sorgulamasina yol agmistir. BVDV
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asilariin ¢ok cesitli antijenik varyantlara kars1 sistemik koruma saglamasi gerekmektedir.
Dolayisiyla as1 se¢imi sirasinda dikkat edilmesi gereken dnemli faktdrler bulunmaktadir.

Bunlar immun yanit olusturma diizeyi, diger suslarla ¢apraz koruma diizeyi, fotal koruma
saglayip saglamadigi, olusan bagisikligin siiresi, immunosupresyona neden olup olmadigi

ve maternal antikor varlig1 seklinde siralanabilir (120).

BVDV’den korunmaya yonelik pek cok ticari agi bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogunlugu
BVDV-1 viruslarina kars1 gelistirilmis olmasina karsin, hem BVDV-1 hem de BVDV-2

suslarini igeren “modifiye canli” veya “inaktif” asilar kullanima sunulmustur (10).

Modifiye asilar genellikle ¢cok sayida hiicre kiiltiirii pasajlamalariyla elde edilen
atteniie cp BVD viruslarini icermektedir. Modifiye canli ag1 kullanimlarinda virus
replikasyonunun gergeklesmesi antijen miktarini arttirmaktadir. Bu agilarda az miktarda
verilen virus ile oldukga yliksek oranda ve uzun siiren viral nétralizan antikor olusumu
avantaj saglamaktadir (178). Modifiye canli as1 kullanilan bir ¢alismada nétralizan antikor
yanitinin 18 ay siirdiigli gosterilmistir (10). BVDV-1 iceren modifiye canli as1 uygulanan
14 gilinliik buzagilarda agilamadan 4 ay sonrasinda virulent BVDV-2 enfeksiyonuna kars1
koruma sagladigi (179), benzer bir ¢calismada antikor yanitinin 3,5 ay boyunca devam ettigi
ve BVDV-2’ye kars1 koruma sagladig1 gosterilmistir (61). Ancak bazi arastirmacilar
tarafindan modifiye as1 uygulamalarinin mukozal hastalik, immunsupresyon, kongenital
anomaliler ve abortla sonuglanan fotal enfeksiyonlara sebep oldugu ya da asinin ncp
virusla kontaminasyonu sonucu hastalik olusturdugu bildirilmistir (128). Inaktif asilarmn
iiretiminde uygulanan siire¢ hem etkenin, hem de olas1 kontaminasyonlarin inaktive

edilmesini, bdylece aginin canli agiya nazaran daha giivenli olmasini saglamaktadir (10).

Modifiye canli asilarla inaktif asilarin karsilastirildig: bir caligsmada, inaktif agilarin
modifiye asilara nazaran daha ge¢ antikor yanit1 gelistirdigi gosterilmistir (180). Diistik
miktarda ve kisa siiren notralizan antikor yanit1 olustursalar da (165), inaktif BVDV
asilarin avantaji giivenli olmalaridir. Her ne kadar inaktif asilarin etkinliklerinin diistik
oldugu o6ne siiriilse de 7 farkl inaktif as1 ile gerceklestirilen bir calismada BVDV’ye karsi
gelisen immunitenin antijen konsantrasyonuyla yakindan iliskili oldugu ve 10’TCIDso/ml

antijen miktarinin inaktif asilarda kritik bir deger oldugu 6ne siiriilmiistiir (181).

Saha izolatlarina kars1 agilamayla koruma saglanamamasi koruma programlari igin

onemli bir problemdir. Inaktif BVDV asis1 kullanilan ve gebeliklerinin 56-150.
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giinlerinde PI 4 hayvanla birlikte barindirilan diivelerden elde edilen 15 yavrudan 4’{iniin
beyin dokusundan virus izole edilmistir (182). Farkl1 bir ¢alismada 55 diiveye BVDV-1 ve
BVDV-2 kombine modifiye canli ag1 uygulamasiyla BVDV-1’e kars1 %100 koruma
saglanirken BVDV-2"ye kars1 %95 fotal koruma elde edildigi bildirilmistir (183).
Deneysel ya da dogal enfeksiyonlarda fotal/horizontal koruma oranlarinin %60-100

arasinda degistigi bildirilse de (10), asilamayla PI buzag: gelisiminin ya da reprodiiktiif

kayiplarin 6nlenemeyecegi ancak ekonomik kayiplari azaltilabilecegi kabul edilmektedir.

Yapilan ¢alismalar asilamanin pek ¢ok BVDYV alt grubuna kars1 antikor olusumu
sagladigini gostermistir. Ancak asi susuna ve ayni genotip ya da ayni alt grupta bulunan
suslara kars1 olusan antikor miktar1 heterolog suslara nazaran daha yiiksek diizeyde
gelismektedir (10). Canli ya da inaktif asilarin fotal koruma ve klinik goriiniimleri
azaltmasina yonelik basarili calismalar bulunmasina karsi sigir fétusunun saha izolatlarina
kars1 oldukca duyarli olmasi sebebiyle heterolog BVDV alt gruplarinin koruyuculuguna
yonelik daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. BVDV izolatlarindaki ¢esitlilik; persiste
enfeksiyon tespitine yonelik testlerdeki duyarlilik kadar koruyucu immun yanit
gelistirilmesinde, dolayisiyla kontrol programlarinin basarisini da etkileyecek bir unsurdur

(46).
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Tezin Amaci

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen BVDYV izolatlarinin filogenetik analizi
Yesilbag ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir (25). Bu ¢alismada (25) BVDV- 1a, -1b, -
1d, -1f ve -1h alt gruplarinin iilkemizde sirkiile oldugu gosterilirken, 29 BVDV izolatindan
15 adetinin daha 6nce tanimlanmamis yeni bir alt grupta yer aldig1 belirtilmistir. BVDV-1/
olarak isimlendirilen ve Tiirkiye’de dominant oldugu daha sonraki ¢alismalarda da (86)

belirlenen bu alt grubun diger alt gruplarla olan serolojik iligkileri bilinmemektedir.

Tiirkiye’de BVDYV ile miicadele amaciyla kullanilan ve yurtdisindan ithal edilen asilar
genellikle BVDV-1 genotipini igerirken bazilari da hem BVDV-1, hem de BVDV-2
genotiplerini igermektedir. Bu asilarda BVDV -1 virus susu olarak genellikle BVDV-1a

alt grubundan viruslar kullanilmaktadir.
Bu tez caligsmasi, farkli iki amag iizerine odaklanmaistir.

1) Tiirkiye’de tespit edilen BVDV genetik alt gruplari arasindaki serolojik iligkilerin
belirlenmesi ve 6zellikle BVDV-1/ alt grubunun diger alt gruplarla serolojik iliskilerinin

ortaya konulmasi

2) Tirkiye’de satisa sunulmus bulunan BVDV asilarinin iilkemizde sirkiile olan BVDV

genetik alt gruplarina kars1 olusturdugu bagisiklik diizeylerinin belirlenmesi.

S6z konusu c¢aligma, ilgili serolojik 6zelliklerin ve bagisiklik diizeylerinin
belirlenmesiyle uygulanmakta olan koruma-kontrol programlarinin muhtemel
etkinliklerinin aydinlatilmasi hedeflemekte, boylece hem iilkemizde hem de uluslararasi

diizeyde bilime katki saglamay1 amaglamaktadir.

26



GEREC ve YONTEM

Tez ¢alismasi kapsaminda; serolojik iliskilerin incelenmesi ve asilarin koruyuculuk
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla iki farkli deney diizeni ger¢eklestirildi. Bu amagla
birinci deney diizeninde Tiirkiye’den tespit edilen 6 farkli BVDV-1 alt grubu (BVDV-1a, -
1b, -1d, -1f, -1h, -1/) arasindaki ¢agraz ndtralizasyon diizeyleri incelendi. Ikinci deney
diizeninde ise projenin basladig1 donemde Tiirkiye’de satisa sunulmus olan farkli firmalara
ait agilar ile sigirlarin agilanmasi ve yerel izolatlara kars1 olusturduklart humoral bagisiklik
diizeylerinin belirlenmesi amaglandi. Boylece farkli 3 inaktif ticari as1 kullanimi
sonrasinda hem BVDV-1 alt gruplarina hem de BVDV-2 izolatina kars1 gelisen bagisiklik

diizeyleri ortaya konuldu.

Serolojik Ozelliklerin Belirlenmesine Yonelik Cahsmalar
Gereg

Hiicre Kiiltiirii

Koyunlarda gerceklestirilecek immunizasyonda kullanilacak viruslarin iiretilmesi
amaciyla Sheep Fotal Thymus (SFT-R) hiicre kiiltiirii kullanildi. Hiicre kiiltiiriiniin
hazirlanmas1 ve idame edilmesi agsamalarinda %35 oraninda f6tal dana serumu (FDS, PAA
A11-151), virus iiretimi asamasinda ise %2 oraninda serum ikamesi (serum replacement -
Sigma S0638) kullanimi tercih edildi. Her iki asamada da amfoterisin (250 mg/ml, PAA,
p11-001) ve penisilin / streptomisin (100x, PAA, p11-010) ile zenginlestirilmis Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom AG, T041-05) kullanildi.

Capraz nétralizasyon testlerinde ve yine bu testlerde kullanilacak viruslarin iiretiminde
kullanilan Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre hatt1 da %5 fotal dana serumu,
amfoterisin ve penisilin / streptomisin ile zenginlestirilmis DMEM igerisinde ¢ogaltildu.
Kullanilan hiicre hatlar1 Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali

hiicre kiiltiirii koleksiyonundan saglandi.

Kullanilacak hiicre kiiltiirlerinin herhangi bir endojen kontaminant icermemesi

gerekliligi goz oniine alinarak hiicre hatlar1 (SFT-R ve MDBK) ve FDS pestivirus
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kontaminasyonu yoniinden PLA testi ile kontrol edildi ve negatif oldugu belirlendikten

sonra kullanima alindi.

Viruslar

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde Tiirkiye’de tespit edilen 6 BVDV-1 alt grubundan
(BVDV-1a, -1b, -1d, -1f, -1h, -1/) segilen birer virus susu kullanildi (Tablo-7). Antijen
hazirlamak amaciyla kullanilan bu viruslar; Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali’nda bulunan virus koleksiyonu igerisinden secildi. Bu 6rneklerin
filogenetik analizleri Yesilbag ve ark. (25) tarafindan yapilmis, epitopik 6zellikleri ise
Yesilbag ve Burgu tarafindan (184) belirlenmistir.

Anabilim dali virus koleksiyonunda ayni alt grup igerisinde yer alan izolatlar arasindan
calismaya dahil edilenler, 2006 yilindaki ¢alismada (184) 16 monoklonal antikora kars1 en
yiiksek yanit1 veren ornekler arasindan segildi. Her biri farkli bélgelerden elde edilmis
olan s6z konusu viruslarin tamami1 ncp 6zelliktedir. Calismada kullanilmasi kararlastirilan
BVDV-1 alt grubunda yer alan izolatlar, biyotipik 6zellikleri ve izole edildikleri iller
Tablo-7"de gosterildi.

Yapulan testlerde kontrol virus olarak yine Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dal1 stoklarinda bulunan BVDV— NADL (BVDV-1a referans sus),
BVDV-FLK (FLK hiicre hatt1 kontaminanti olarak izole edilen bir ncp BVDV susu) ve
BVDV-TR 19 (ncp yerel BVDV susu) virus suslar1 kullanildu.

Tablo-7. Arastirmada kullanilan BVDV- 1 izolatlar ve 6zellikleri (*).

BVDV-1 alt grubu Virus izolatlar Orijini Biyotip ozellikleri
BVDV-1la TR2 Malatya ncp
BVDV-1b TR12 Kayseri ncp
BVDV-1d TR11 Sanlurfa ncp
BVDV-1f TR38 Eskisehir ncp
BVDV-1h TR23 Konya ncp
BVDV-1/ TR1 Mugla ncp

*: Bu tablo Yesilbag ve arkadaslari, 2008 (25) kaynagindan alinmistir.
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Monoklonal Antikor (mAb)

Arastirmada ncp virus liremesinin tespiti i¢in gerceklestirilen PLA testlerinde
konjugatlarin virusa baglanmasinin tespiti icin BVDV NS3 proteinine spesifik monoklonal
fare antikoru siispansiyonu (mAb 1/4/7) kullanildi. Bu monoklonal antikor siispansiyonu
farkli 3 monoklonal antikor klonunun birlestirilmesiyle elde edilmis bir havuz olup tiim
pestiviruslart tanimladig teyit edilmistir (185). Kullanilan antikor siispansiyonu Justus-

Liebig-Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Enstitiisii - Almanya’dan temin edildi.

ikincil Antikor

BVDV spesifik fare monoklonal antikorunun baglanmasini tespit edebilmek i¢in biotin

isaretli kegi- anti fare IgG (Pierce: 31800) antikoru kullanildi.

Konjugat

Ikincil antikorunun baglanmasini gosterebilmek amaciyla streptoavidin-horse radish

peroksidaz konjugati (Pierce: 21114) kullanildi.

Immunizasyonda Kullamlan Hayvanlar

Arastirmada Adiyaman’da bulunan bir as1 ve biyolojik madde {iretim tesisine ait
arastirma iinitesinde bulunan (1,5 ile 5 arasinda degisen yaslara sahip) 21 adet Ivesi
koyunu kullanildi. Calismada kullanilacak hayvanlar1 belirlemek amaciyla 6ncelikle
populasyondan serum 6rnekleri alinarak BVDV antijen ve antikorlar1 yoniinden test edildi.
Her iki kriter bakimindan negatif oldugu saptanan s6z konusu hayvanlar yaslar1 g6z 6niine
alinarak her birinde 3 hayvan olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Bir grup “kontrol grubu”
olarak belirlenirken, kalan gruplarin her biri farkli viruslara yonelik hiperimmun serum

elde etmek amaciyla kullamldi. inaktive edilmis virus kullanilacak olmasi sebebiyle
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isletmenin sagladig1 barindirma ve besleme kosullarinda degisiklik yapilmayarak, ¢aligma

stiresince tiim hayvanlar ayni sartlarda muhafaza edildi.

Tez caligsmasi sirasinda hayvanlarda gergeklestirilecek immunizasyonlar ve kan
alimlar i¢in gerekli izin, Vetal Hayvan Sagligi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
18.03.2011 tarihli ve 001/VET/2011 say1li karar1 ile saglanmustir.

ELISA Kiti

Arastirmada immunizasyon yapilacak hayvanlarin test edilmesi ve antijen hazirlama
asamalarinda BVDYV antijen varligini tespit etmek amaciyla E™ glikoproteinine spesifik
ticari bir ELISA kiti (Herdcheck/Idexx, Isvigre) kullanildi. S6z konusu kit, ultrafiltrasyon
ile antijen konsantrasyonu sonrasinda virus varliginin teyidinde ve siirii icerisinde bariman

hayvanlarin BVDV antijeni yoniinden negatif oldugunun belirlenmesinde kullanildi.

inaktivan

Uretilen viruslarin inaktive edilmesi amaciyla 2-bromoethlamonium bromide

kullanild1 (Merck, 8.20176).

Yontem

Tiirkiye’de bulunan BVDV izolatlarinin serolojik 6zelliklerinin incelenmesi
amaclanan deney diizeninde immunizasyon Oncesi laboratuvarda gergeklestirilen hazirlik
asamalar ve ilgili arastirma iinitesinde secilen hayvanlarla gerceklestirilen uygulamalarin

tamamu Sekil -2.ve Sekil -3.’de gosterildi.
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Antijen Hazirlama

Viruslari Uretilmesi

Immunizasyonda kullanilacak viruslarin iiretilmesi amaciyla, 150 cm?®’lik hiicre kiiltiir
siselerinde tiretilen SFT-R hiicre kiiltiirlerinin vasatlar1 dokiilerek, hiicre ytizeyi 37°C’lik
su banyosunda 1sitilan PBS ile yikandi. Ncp BVDYV izolatlarindan her biri ayr1 hiicre
kiiltiir sisesine %1 oraninda inokule edilerek viruslarin adsorbsiyonu i¢in 1 saat 37°C’lik
inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda siselere %2 serum ikamesi (serum replacement)
icerikli DMEM eklendi. Adsorbsiyonlu yontemle virus ekiminden 5 giin sonra hiicreler
kiiltiir kabinin tabanindan scraper ile (Sekil-4) kiirete edildikten sonra -80°C’de dondurma

ve 37°C su banyosunda ¢ozdiirme islemi iki kez tekrarlanarak viruslar toplandi.

Notralizasyon testlerinde kullanilacak viruslar ise MDBK hiicre hattina ayn1 yontemle
inokule edilerek tiretilmelerinin ardindan, yine iki kez dondurup ¢ézdiirme islemleri ile
topland1. Uretilen viruslarin tamami kullanilacaklar siireye kadar -80°C’de muhafaza

edildi.

Sekil-4. Enfekte hiicre hatlarinin scraper araciliiyla toplanmasi

Immunoperoksidaz Testi (PLA) Standardizasyonu
Kontrol virus olarak kullanilan BVDV-FLK izolatinin 24 gdzlii tabletlerde hazirlanan

MDBK hiicre hattina inokule edilmesinden 72 saat sonra pleyt 80°C sicaklikta fikse edildi.

Ticari olarak temin edilen ikincil antikor ve streptoavidin-horse radish peroksidaz
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konjugat1 1:100-1:500 arasinda degisen oranlarda sulandirilarak (Sekil-5) farkl
kombinasyonlarin PLA testlerinde verdikleri sonuglar degerlendirildi. Kullanilacak
oranlar mikroskobik incelemeler sonucunda en yiiksek diliisyon/en yogun boyanmanin
saglandig1 gozlerin tespit edilmesiyle belirlendi. Kullanilmasi uygun gériilen
konsantrasyonlar iizerine fakli bekleme siirelerinin, antikor sulandirma solusyonlarinin ve
substrat konsantrasyonlarinin da etkileri incelenerek PLA testinin standardizasyonu

gerceklestirildi.

Sekil-5. Immunoperoksidaz testi standardizasyonunda ticari antikor ve
konjugatin farkli oranlarda sulandirilmasiyla test edilmesi

Virus Uretiminin Kontrolii ve Immunoperoksidaz Testi

Uretilen viruslarin ncp karakterde olmalari sebebiyle iiremelerinin kontrolii PLA testi
ile yapildi. Test Ozkul ve arkadaslarinin (166) 6ngordiigii yontemde bazi degisiklikler
yapilarak uygulandi. Bu amacla 24 gozlii tabletlerde 100.000 hiicre/ml konsantrasyonunda
hazirlanan MDBK hiicre kiiltiirlerine, {iretilen viruslarin her birinden ayr1 gézlere 0.1 ml
inokule edildi ve 37°C’de %35 karbondioksitli inkiibatérde 72 saat boyunca muhafaza
edildi. Tabletlerin 80°C’de 3 saat siireyle fikse edilmelerinin ardindan hiicre yiizeyleri
1/3’1iik beyaz PBS ile yikand1 ve her goze 0.2 ml, %0.5’lik O-D-glucopyranoside (Sigma
03757) eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Yikama isleminden sonra her géze T—
PBS (1x PBS, %0.05 Tween 20: Merck, 822184) icerisinde hazirlanan sirayla primer
monoklonal anti-BVDV fare antikoru (MAb 1/4/7, 1:50), biyotin isaretli anti-fare keci
antikoru (1:400) ve streptoavidin horse radish peroksidaz konjugati (1:300) 0.2 ml

miktarinda eklendi. Her bir basamak arasinda 3 kez 1/3 PBS ile yikama iglemi
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gerceklestirildi ve her basamak 90 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi. Son agamada
0.3 ml DMF (Di-methyl-formamid, Sigma-Aldrich, 40255) igerisinde 2 mg AEC (3-amino
9-etil karbazol, Sigma A5754) ¢ozdiiriilmesi ve 4.7 ml sodyum asetat tamponu (pH 5.0) ile
0.025 ml H202 (%0.05) eklenmesiyle substrat hazirlandi. Her goze 0.2 ml eklenen
substratin 30 dk inkiibasyonu takiben uzaklastirilmasinin ardindan invert mikroskopta
(Nikon, TS100) hiicre i¢i kirmizi-kahverengi boyanmalarin goriilmesiyle virus iiremeleri

teyit edildi.

Viruslarin Titrasyonu

Testlerde kullanilacak viruslarin titrelerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan
teknikte (166) oncelikle yogunlugu 100.000 hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan MDBK
hiicre slispansiyonu 24 gozlii tabletlere dagitildi. Ertesi giin virus siispansiyonlari
logaritma 10 tabanina gore sulandirildi. Tabletlerde bulunan hiicre kiiltiirli vasatlari
bosaltildi ve her sulandirma basamagindan 24 gozlii tabletlerde ayrilan 4 kuyucuga 1 ml
virus sulandirmasi eklendi. Virus kontrol gozlerine 0.5 ml saf virus ve 0.5 ml DMEM
eklenirken hiicre konrol gozlerine sadece 1ml DMEM konuldu. 37°C’de %5
karbondioksitli inkiibatdrde 72 saat boyunca muhafaza edilmelerinin ardindan ncp
Ozelligindeki viruslarin tiremelerinin belirlenebilmesi i¢in yukarida aciklanan teknikle PLA

testi uygulandi. Titre degerlerinin hesaplanmasinda Spearman—Kaerber yontemi kullanildi.

Viruslarin Konsantrasyonu ve Diyalizi

Virus Uretimi gergeklestirilen SFT-R hiicre kiiltiirlerinden toplanan siispansiyonlarda
virus konsantrasyonunun arttirilmasi i¢in ticari ultrafiltrasyon tiipleri kullanildi (100.000
Da, Vivaspin 20, Sartorius VS2041). Uretilen her bir virus ayr1 bir ultrafiltrasyon tiipiiniin
ist haznesine konuldu. Takiben 3000 rpm 4°C’de 20 dk periyotlarla santrifiij islemi
uygulandi. Tekrarlanan islemler sonrasinda iist kisimda kalan konsantre virus

stipernatantlar1 15 ml’lik falkon tiiplere aktarildi (Sekil-6).
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Sekil-6. Ultrafiltrasyon tiipleri kullanilarak virus konsantrasyonu.

(1): Ultrafiltrasyon tiiplerinin {ist haznesine virus siispansiyonlariin eklenmesi (soldaki tiip). (2): Santrifiij
islemi sirasinda hiicre iist sivis1 alt hazneye siiziiliirken virus igeren boliimiin tist kisimda kalmast. (3):
Santrifiij islemi sonucunda konsantre edilen viruslar.

Bir sonraki asamada uygulanacak olan spektrofotometrik dl¢iimlerden daha iyi sonug
alinabilmesi amaciyla virus tiretiminde kullanilan vasatlardan kaynaklanan ve
siispansiyona kirmizi renk veren fenol kirmizisinin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz islemi
uygulandi (Sekil-7). Bu islem hem virus iiretimi sonucunda elde edilen siipernatantlar igin,
hem de her hangi bir patojen igermeyen SFT-R hiicre hatlarinin {ist stvilarina uygulandi.
Bu amacla konsantre edilen viruslar diyaliz torbalarinin (Sigma-Aldrich, D9777) icerisine
alind1 ve 4°C’de steril beyaz PBS’e (8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 2.37 gr NaHPOys, 0.2 gr
KH,PO4, 1 1t distile su) kars1 diyaliz edildi. Islem siiresince 3 kez 30 dk arayla, 7 kez 1
saat arayla beyaz PBS’in tamami yenilenirken son asamada eklenen PBS bir gece boyunca

bekletildi.
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Sekil-7. Konsantre edilmis virus siispansiyonlarinin diyaliz iglemi.

(1): Diyaliz torbasinin hazirlanmasi. (2-3): Ultrafiltrasyonda elde edilen iist sivinin diyaliz torbasina
aktarilmasi. (4): Konsantre virus siispansiyonlarinin beyaz PBS’e kars1 diyaliz edilmesi. (5): Diyaliz
sonucunda fenol kirmizisi’nin uzaklastirildig: siispansiyon.

Virus Varhgnin Teyit Edilmesi

Konsantrasyon ve diyaliz islemlerinin ardindan elde edilen sivida virus varliginin
teyidi BVDV Ag ELISA ve PLA yéntemleri ile yapildi. Orneklerin 1:10 oraninda distile
su ile hazirlanan sulandirmalar: ticari BVDV Ag ELISA ile incelendi. Test protokolii
iretici ticari firmanin éngdrdiigii sekilde uygulandi. PLA yontemi “Virus Uretiminin
Kontrolii ve Immunoperoksidaz Testi” baslig1 altinda agiklandig1 gibi uygulandi. Bu
amagcla 24 gozlIii tablette hazirlanan MDBK hiicre kiiltiiriine ultrafiltrasyon tiiplerinde
santrifiij sonrasinda alt kisima gegen sivi konsantre dializ siispansiyonlarindan ayr1 ayr1

0.1ml ekildi.
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Protein Miktarinin Belirlenmesi

Dializ iglemi tamamlanan viruslar ve saf SFT-R hiicre iist sivilar1 1:100 oraninda
distile su ile sulandirildi. Sulandirilmis saf SFT-R hiicre {ist s1visi blank olarak
kullanilarak virus sulandirmalari spektrofotometrede (Thermo, Multiskan Ex) 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda okutuldu. Elde edilen optik dansite degerleri, protein
konsantrasyon nomogrami kullanilarak hesaplandi ve elde edilen degerler 100 ile

carpilarak antijen siispansiyonlarinin 1 ml’sindeki protein miktarlar1 belirlendi.

Virus Inaktivasyonu

Virus inaktivasyonu islemi Spilki ve arkadaslarinin (186) belirttigi yonteme gore
gerceklestirildi. Bu amagla 10 ml filtre edilmis deiyonize su igerisine 0.26 gr NaOH ilave
edilerek 37°C’de 30 dk siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda 0.8 gr 2-bromoethlamonium
bromide ile 1.5 ml B-naphtol violet (pH indikatorii) ilave edilerek 30 dk siiresince tekrar
ayn1 kosullar saglandi. Oranlari 1 It virus siispansiyonu i¢in hazirlanan inaktivan madde,
diyaliz edilen her bir virus miktarina gore hesaplanarak eklenecek miktarlar belirlendi.
Inaktivan madde eklenen siispansiyonlar orbital calkalayiciya yerlestirilerek 26°C°de 24
saat inkiibe edildi (Sekil-8). Inaktivasyon islemi final konsantrasyon miktarma gére

hesaplanan sodyum tiyostilfatin (0.01 gr/It) eklenmesiyle durduruldu.

Sekil-8. Inaktivasyon iseminde uygulanan inkiibasyon kosullar:
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Virus Inaktivasyon Isleminin Kontrolii

Inaktivasyon isleminin bagarist PLA ydntemi ile kontrol edildi. Bu amagla inaktive
edilen viruslarin her biri 24 gozlii tablet gézlerinde hazirlanmis MDBK hiicre kiiltiiriine
inokule edildi. 37°C’de %5 CO2’li ortamda 72 saat inkiibasyonu takiben gergeklestirilen
PLA ile aktif virus varlig1 incelendi. Test “Virus Uretiminin Kontrolii ve
Immunoperoksidaz Testi” bashig1 altinda agiklandig: sekilde gergeklestirildi. Testin negatif
sonug vermesi inaktivasyon isleminin basariyla gerceklestirildiginin gostergesi olarak

kaydedildi.

Immunize Edilecek Hayvanlarin Belirlenmesi

Immunizasyonda kullanilacak koyunlarin se¢imi igin arastirma {initesinde bulunan
koyunlardan katkisiz vakumlu tiiplere kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri 1500
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar elde edildi. Bu serumlarin yaris1 ELISA
araciligiyla degerlendirmek tizere herhangi bir islem gérmeden -20°C’de derin
dondurucuda saklanirken, nétralizasyon testlerinde kullanilacak miktarlar 6ncelikle
56°C’de 30 dk inaktive edilmelerinin ardindan test edilecekleri siireye kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

Inaktive edilmeyen serum &rnekleri BVDV antijen ELISA (Herdcheck/ Idexx, 99-
43830, Isvigre) yontemiyle test edilirken, inaktive edilen serum 6rneklerinde BVDV’ye
kars1 antikor varligiin incelenmesi standart serum mikrondétralizasyon testi ile
gerceklestirildi. Bu amagla, her serum 6rneginin 1/5’lik sulandirmalar1 hazirlanarak 96
gozlii tabletlerde 2’ser goze 0.05 ml hacminde konuldu. Tiim serum 6rneklerinin {izerine
100 DKIDso oraninda hazirlanan sitopatojen 6zellikteki BVDV- NADL susundan 0.05 ml
eklendi. Noétralizasyonun gergeklesmesi igin tabletlerin 37°C’de %5 karbondioksitli
inkiibatorde 1 saat inkiibe edilmelerinin ardindan tiim gézlere 200.000 hiicre/ml oraninda
hazirlanan MBDK hiicre siispansiyonundan yine tiim gozlere 0.05 ml dagitilarak tabletler
72 saat slireyle inkiibe edildi. Test gozlerinde cp tespit edilmesine gore degerlendirme
gerceklestirildi ve bu gozlere konulan serum 6rneklerinin BVDV antikorlar1 yoniinden

negatif oldugu degerlendirildi. BVDV enfeksiyonu yoniinden negatif bulunan hayvanlar
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yaslar1 g6z Oniine alinarak 7 gruba ayrildi. Olusturulan gruplarda yer alan hayvanlar ve

yas dagilimlar1 Tablo-8’de gosterildi.

Tablo-8. Immunizasyon gergeklestirilecek hayvanlardan olusturulan gruplar, hayvanlarm

yas dagilimlar1 ve bu gruplarda immunizasyon i¢in kullanilacak virus suslari

Viruslar Hayvanin Kulak Hayvanin
Grup No. 5V DV-1 alt grubu / Virus Numarasi: Yasi
susu
5631 4 yas
1 BVDV -1a/TR2 5636 1.5 yas
5630 1.5 yas
5719 4 yas
2 BVDYV -1b/TR12 5716 1.5 yas
5632 1.5 yas
5627 4 yas
3 BVDV -1d/TR11 5715 1.5 yas
5718 1.5 yas
5621 2 yas
4 BVDV -1f / TR38 5624 1.5 yas
5634 1.5 yas
5622 3 yas
5 BVDV -1h / TR23 5639 1.5 yas
5781 1.5 yas
5720 5 yas
6 BVDV -1/ / TR1 5717 1.5 yas
5629 1 yas
5713 2 yas
Kontrol grubu 5626 1.5 yas
5628 1.5 yas
Immunizasyon

Her bir immunizasyonda hayvan basia 1 mg protein enjekte edilecek sekilde antijen

miktarlar1 hesaplandi. iki hafta araliklarla toplam 4 kez gerceklestirilen

immunizasyonlarin ilk {i¢iinde inaktive edilen viruslar Freund’s complete adjuvant (Sigma,

F5881) ile, son immunizasyonda ise Freund’s incomplete adjuvant (Sigma, F5506) ile esit
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hacimlerde karigtirildi. Enjeksiyondan hemen 6nce hazirlanan bu karigimlar vorteks ile
homojen hale getirilerek subkutan yolla koyunlara enjekte edildi. Kontrol grubunda yer

alan hayvanlara ise esit miktarda steril beyaz PBS enjekte edildi.

Kan Alim

Immunizasyonun baslatildig: giin “0. giin” olarak kabul edildi ve tiim hayvanlardan 2
hafta ara ile 6 defa (0., 15., 30., 45., 60. ve 75. giinlerde) vena jugularis’den steril katkisiz
kan tiipleri igerisine drnek alindi. ilk 4 uygulamada kan 6rnekleri, hayvanlara inaktif virus
enjekte edilmeden hemen 6nce alindi. Elde edilen tiim kan 6rnekleri 4°C, 3000 rpm’ de 10
dk siiresince santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Nétralizasyon testlerinde kullanilmak

uzere tim serumlar 56°C’ de 30 dk bekletilerek inaktive edildi.

Cahisilacak Serumlarin Belirlenmesi

Her hayvana ait son iki 6rneklemede elde edilen (60. ve 75. giinlerde alinan) serumlar
kendilerine immunizasyon sirasinda kullanilan virusa kars1 nétralizasyon
immunoperoksidaz testi (N-PLA) ile incelenerek homolog virusa kars1 gelisen antikor
titreleri belirlendi. N-PLA testleri daha once bildirilen teknikte (79) baz1 degisikliklerin
uygulanmasiyla gerceklestirildi. Bu amagla serum 6rneklerinin iki katl sulandirmalari
hazirlandi. Takiben 24 gozlii tabletlerde 2° ser géze konulan 0.4 ml serum dilusyonlarinin
tizerine ayn1 miktarda 100 DKIDso oraninda sulandirilmis homolog virus ilave edilerek 1
saat 37°C’ de %35 karbondioksitli inkiibatorde notralizasyona birakildi. Siire sonunda
200.000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu eklendi. Yine ayn1 kosullarda 72 saat
inkiibasyona birakilan tabletler 80°C’ de 3 saat siireyle fikze edildi. Hiicre ylizeyleri
1/3’liikk beyaz PBS ile yikanan test gdzlerine 0.2 ml O-D-glucopyranoside (Sigma 03757)
eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletildi. Yikama isleminden sonra her géze T— PBS ile
sulandirilan sirayla primer monoklonal anti-BVDV fare antikoru, biyotin igaretli anti-fare
keg¢i antikoru ve streptoavidin-horse radish peroksidaz konjugati 0.2 ml miktarinda eklendi.
Hiicre ylizeyleri her islem arasinda 1/3’liik beyaz PBS ile yikand1 ve her islem 90 dk
boyunca oda sicakliginda bekletildi. Testin degerlendirilmesi i¢in 4,7 ml sodyum asetat
tamponu igerisinde hazirlanan substrattan (0.3 ml DMF, 2 mg 3-amino 9-etil karbazol, 25

ul H202) 0.2 ml eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyonu takiben test invert
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mikroskopta degerlendirildi. Hiicre i¢i kirmizi-kahverengi boyanmalar goriilen test gozleri
BVDV antikorlar1 yoniinden negatif, boyanma gézlenmeyen test gozleri ise pozitif olarak
degerlendirildi. Test sonuglarina gore her grup igerisinde homolog virusa karsi en yiiksek

antikor yanit1 elde edilen serumlar belirlenerek ve ¢apraz nétralizasyon testlerinde

kullanildi.

Capraz Notralizasyon Testleri

BVDV-1 alt gruplar1 arasindaki serolojik iligkilerin belirlenmesin i¢in, bir dnceki
boliimde yapilan ¢aligmalarla immunizasyonda kullanilan 6 grup igerisinde homolog virusa
kars1 en yiiksek antikor diizeyi saptanan 6 hiperimmun serum kullanildi. Bu hiperimmun
serumlar immunizasyonda kullanilan viruslarin tamamina (TR1, TR2, TR11, TR12, TR23,
TR38) kars1 test edildi. Bu amagla 6 serumun 1:2 sulandirmadan baglayarak 1:10240
degerine kadar hazirlanan iki katli sulandirmalart MDBK hiicre hattinda iiretilen ve
titrasyonlar1 yapilan viruslara kars1 N-PLA ile incelendi. S6z konusu ¢apraz nétralizasyon
testleri “Calisilacak serumlarin belirlenmesi” baslig1 altinda agiklanan sekilde
gerceklestirildi. Test gdzlerinin sayisal olarak en az yarisinda virus tiremesini durduran

serum sulandirmasi notralizan antikor titresi olarak degerlendirildi.

Serolojik Yakinhk (R) Degerlerinin Hesaplanmasi

Virus izolatlart arasindaki serolojik yakinlik (R) degerleri notralizasyon
titreleri’nin Bachofen ve arkadaslarinin (43) bildirdigi asagidaki formiile yerlestirilmesiyle

hesaplandi.

AB X BA

R=100X |[———=
AA X BB

Bu formiile gére BA, A antiserumunun B susuna kars titresini, AB ise B antiserumunun

A susuna kars1 antikor titresini ifade etmektedir. AA ve BB antiserumlarin kendi virus
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suslarina kars1 gelisen homolog antikor titrelerini degerlerini gostermektedir. Bu formiile
gore bir R degeri 100 ya da 100’e yakinsa s6z konusu iki virus arasinda antijenik farkliligin

olmadigini ya da diisiik miktarda oldugu anlasilmaktadir.

As1 Etkinligi Calismasi
Gerec

Hiicre Kiiltiirii

Asi etkinligine yonelik calismalarda uygulanan nétralizasyon testlerinde ve yine bu
testlerde kullanilacak viruslarin tiretiminde; %5 FDS (PAA, A11-151), amfoterisin (250
mg/ml, PAA, p11-001) ve penisilin / streptomisin (100x, PAA, p11-010) ile
zenginlestirilmis DMEM (DMEM, Biochrom AG, T041-05) icerisinde ¢ogaltilan MDBK
hiicre hatt: kullanild1. Hiicre hatti, Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dal1 hiicre koleksiyonundan temin edildi. Kullanim 6ncesinde gerek FDS,
gerekse hiicre kiiltiiriiniin pestivirus kontaminasyonu yoniinden ari oldugu PLA teknigiyle

teyit edildi.

Asilar

Asi etkinligine yonelik calismalarda arastirmanin baslatildig: siirecte tilkemizde satisa
sunulmus bulunan 3 ticari BVDV agis1 kullanildi. Farkli firmalar tarafindan iiretilen bu
asilarin tamami inaktif as1 olup lilkemize ithal edilmektedir. Calismada yer alan inaktif

asilar ve igeriklerine iliskin bilgiler Tablo-9°da gosterilmistir.

Tablo-9. Asilamada kullanilan BVDYV asilar1

As1 No As1 Icerigi BVDYV suslan
1 BVDV BVDV -la
2 BVDV, BHV-1, BRSV, PI-3 Hemofilus somnus BVDV -la, BVDV-2
BVDV, BHV-1, BRSV, Pastorella, BVDV -la
. Leptosipiroz

BHV-1: Bovine herpesvirus tip 1, BRSV: Bovine respiratory syncytial virus, PI-3: Parainfluenza virus tip 3
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Viruslar

Tablo-5"de gosterildigi iizere Tiirkiye’de varlig1 belirlenen 7 adet BVDV-1 alt grubu
(BVDV -la, -1b, -1d, -1f, -1h, -1i, -1/) bulunmaktadir. Bu alt gruplar arasindan BVDV-1i
bu ¢alismanin bagladig1 tarihten sonra tanimlanmistir (85). Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda
Tiirkiye’de bulunan 6 adet BVDV-1 alt grubu ve yine Tiirkiye’de varlig1 gosterilmis olan
(25) BVDV-2b alt grubundan viruslar kullanildi. Bu izolatlar Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 virus koleksiyonundan temin edildi. Kullanilan

izolatlar ve genetik karakterizasyon sonuclari Tablo-10’da gosterilmistir.

Tablo-10. As1 etkinliklerinin degerlendirilmesinde kullanilan BVDYV izolatlar1, genetik

ozellikleri ve orijin aldiklar1 bolgeler (**)

Genetik alt gruplar Viruslar Orijini
BVDV-1la TR-2 Malatya
BVDV-1b TR-12 Kayseri
BVDV-1d TR-11 Sanlurfa
BVDV-1f TR-38 Eskisehir
BVDV-1h TR-23 Konya
BVDV-1/ TR-1, TR-16, TR-21, TR-29  Mugla, Ankara, Samsun, Bursa
BVDV-2b TR-15 Amasya
BVDV-1r TR-73 Bursa

**: Bu tablo Yesilbag ve arkadaslar1 2008 (25) kaynagindan alinmstir.

BVDV-1/ alt grubunun Tiirkiye’de diger alt gruplara kiyasla daha yaygin olmasi
sebebiyle diger gruplardan birer virus susu kullanilirken, BVDV -1/ alt grubunu temsil

eden 4 sus kullanildi.

Virus koleksiyonunda bulunan BVDV-1h ve BVDV-2b alt grubunda yer aldig: bilinen

birer adet virus susu direkt olarak calismaya alindi. Diger suslarin segiminde Yesilbag ve
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Burgu (184) tarafindan gergeklestirilen ve Tiirkiye izolatlarinin epitopik 6zelliklerinin
belirlendigi bir ¢aligmadan yararlanildi. BVDV-1a, -1b, -1d ve -1f alt grubundaki viruslar
arasindan s6z konusu ¢alismada en fazla sayida monoklonal antikor ile reaksiyon verdigi
gosterilen birer sus se¢ildi. Yine ayni ¢alismada BVDV -1/ alt grubunda bulunan
viruslarin 4 farkli cografik bolgeden koken aldigr gosterilmistir. Her bolgeye ait viruslar
arasindan en fazla sayida monoklonal antikorla reaksiyona giren bir virus susu ¢aligmaya
dahil edildi. Calismaya ayrica as1 uygulanan isletmelerdeki klinik BVD vakalarindan elde
edilen bir izolat (TR 73) da dahil edildi. Bu izolatin genetik karakterizasyonu tez
calismasinin deney asamasi tamamlandiktan sonra Yesilbag ve arkadaslari tarafindan

belirlenmis, boylece TR 73 izolat1 yeni bir alt grup (BVDV-1r) olarak adlandirtlmistir (53).

Sonug olarak ticari asilarin yerel izolatlara kars1 olusturdugu bagisiklik diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla, BVDV-1 ve BVDV-2 alt gruplarinda bulunan toplam 11 izolat
kullanildi. Yapilan testlerde kontrol virus olarak yine Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali stoklarinda bulunan NADL (BVDV-1a referans sus),
BVDV-FLK (FLK hiicre kiiltiirii kontaminanti olarak izole edilen bir ncp BVDV susu) ve
BVDV — TR 19 (ncp 6zelliginde yerel sus) suslar1 kullanildi.

Monoklonal Antikor, ikincil Antikor ve Konjugat

Arastirmada ncp virus liremesinin tespiti i¢in gergeklestirilen PLA testlerinde bir
onceki deney diizeninde agiklanan monoklonal antikor (1/4/7), biotin isaretli ke¢i anti-
mouse antikoru (Pierce: 31800) ve streptavidin biotin horse radish peroksidaz konjugati

(pierce 21114) kullanildu.

Arastirmada Kullanilan Hayvanlar

Calismada kullanilan hayvanlar Bursa’da kurulu 6zel bir isletmede bulunan ve daha
once BVDYV asis1 uygulanmamis olan geng sigirlar arasindan se¢ildi. BVDV
enfeksiyonlar1 yoniinden takip edilen ve ari oldugu bilinen isletmedeki hayvanlarin bakim

ve besleme sartlar1 isletmenin 6n gordiigii sistemde gergeklestirildi.
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Bu deney diizeninde gergeklestirilecek uygulamalar Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 11.03.2008 tarihli ve 2008-5/ 6 sayil karart ile

onaylanmaistir.

ELISA

Arastirmada kullanilan sigirlarin virolojik analizlerini ger¢eklestirmek iizere E™®
proteinine spesifik ticari bir BVDV Ag-ELISA kiti (Herdcheck/ Idexx, 99-43830, Isvigre)
kullanildi.

Yontem

As1 etkinliklerinin incelenmesine yonelik gerceklestirilen deney diizeninde uygulanan

yontemler Sekil-9° de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil-9. Asi etkinligine yonelik ¢alismalarin uygulama agamalari
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Viruslarim Uretilmesi

Viruslarin {iretilmesi amaciyla BVDV kontaminasyonu saptanmayan, 150 cm?’lik
hiicre kiiltiir siselerinde iiretilmis MDBK hiicre hatlar1 kullanildi. Bu hiicrelerin yiizeyleri
37°C’ lik su banyosunda 1sitilan PBS ile yikandi ve ¢calismada kullanilmasi planlanan 11
izolatin herbiri ayr1 hiicre kiiltiiriine, kiiltiir sisesinin %1°1 oraninda adsorbsiyonlu
yontemle ekildi. Virus iiretimi sirasinda vasat olarak %5 FDS iceren DMEM kullanildi.
Takip eden 5 giin boyunca %5 karbondioksitli ortamda 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler
kiiltiir kabinin tabanindan scraper ile kiirete edildikten sonra -80°C’ de dondurma ve 37°C’
de ¢dzdiirme islemi iki kez tekrarlanarak viruslar toplandi. Uretilen viruslarin tamami

kullanilacaklart zamana kadar -80°C’ de muhafaza edildi.

Virus Uremesinin Kontrolii ve Virus Titrasyonu

Non-sitopatojenik karakterde olan viruslarin iiremelerinin kontrolii ve titrelerinin
belirlenmesine yonelik testler bir 6nceki deney diizeninde aciklandig: sekilde
gerceklestirildi. Bu amagla 24 gozlii tabletlerde hazirlanan MDBK hiicre kiiltiiriine ekilen
viruslarin tiremeleri PLA yontemi ile degerlendirildi. Titre degerleri Kaerber yontemine

gore hesaplandi.

Asilama icin Kullanilacak Hayvanlarin Belirlenmesi ve Gruplandirma

Calismanin gergeklestirilmesi i¢in isletmede bulunan 6 — 11 ay arasinda degisen
yaslara sahip 34 adet geng sigirlardan 6rnek toplandi. Steril kan tiiplerine alinan 6rnekler
1500 rpm 4°C’ de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Elde edilen her serum
drneginin yarisi ticari BVDV antijen ELISA kiti (Herdcheck/ Idexx, 99-43830, Isvigre) ile
test edilmek {izere herhangi bir islem gormeden -20°C’ de derin dondurucuda saklanirken,
kalan yaris1 antikor varligini arastirmak amaciyla 56°C’ de 30 dk siiresince inaktive edildi.

Inaktive edilen serumlar test edilinceye kadar -20°C’ de muhafaza edildi.
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BVDV antijen ve antikorlar1 yoniinden test edilerek negatif olduklar belirlenen
hayvanlar yas dagilimlar1 g6z oniine alinarak, her grup igerisinde esit kosullar saglanacak
sekilde gruplandirildi. Toplam 20 hayvan, 3 adet “deney grubu” ve 1 adet “kontrol grubu”
olmak tizere, herbiri 5 hayvandan olusan 4 gruba ayrildi. Olusturulan gruplar ve bu

gruplarda yer alan hayvanlara iligkin bilgiler Tablo-11"de gosterilmistir.

Tablo-11. Asilama gergeklestirilen deneme gruplar1 ve hayvanlarin yas dagilimlari

Deneme As1 No As1 Uygulamasi Hayvan Hayvanin
Grubu Kulak No Yasi
(Ay)
8001 10
8006 9
Grup 1 L mmahrks S0 :
8038 7
8050 6
8002 10
. o 8007 9
8040 7
8048 6
8003 10
L] kil 8009 9
8042 7
8046 6
8004 10
8008 9
Grup 4 Kontrol grubu 8016 8
8044 7
8066 6
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Asillama

Gruplara ayrilan hayvanlara ag1 uygulamasi iiretici/ithalat¢1 firmalarin
prospektiislerinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Tiim asilarin inaktif olmasi sebebiyle
4 hafta arayla 2 doz asilama yapildi. Ilk asilama tarihi 0. giin olarak kabul edilirken ikinci
asilama 30. giinde gergeklestirildi. Asilarin {iretici firmalari tarafindan 6ngoriilen

uygulama sekilleri Tablo-11" de gosterilmistir.

Kan Alinm

Asilamanin gergeklestirildigi giinden itibaren tiim hayvanlardan 2 hafta ara ile 6 defa
(0., 15.,30.,45., 60. ve 75. giinlerde) vena jugularis’den steril kan tiipleri igerisine kan
ornegi toplandi. Asilamanin yapildigi giinlere denk gelen drneklemelerde oncelikle kan

alimi1 yapildi ve takiben as1 uygulandi.

Notralizan Antikor Titre Degerlerinin Belirlenmesi

Tiim hayvanlara ait serumlar aragtirmanin bu bdliimiinde kullanilan ve Tablo-9’da
sunulan 11 virusa kars1 test edildi. S6z konusu virus suslarinin tamami non-sitopatojen
0zellikte olmalar1 sebebiyle antikor titrelerinin belirlenmesi amaciyla N-PLA yontemi

kullanildi. Test asagida agiklandig: sekilde uygulandi.

Inaktive edilmis serum &rneklerinin iki katli sulandirmalari hazirlanarak her
sulandirmadan 24 gozlii tabletlerde 2” ser goze 0.4 ml oraninda dagitildi. Serumlarin
tizerine ayn1 miktarda 100 DKIDso oraninda sulandirilarak hazirlanmis virus
siispansiyonundan eklendi. Virus kontrol gozlerine 100 DKIDso oranindaki virus
sulandirmalar saf olarak eklendi. Tabletler 37°C’ de %5 CO>’li ortamda 1 saat siireyle
inkiibe edildi. Siire sonunda tiim gézlere 100.000 hiicre/ml MDBK hiicre
stispansiyonundan 0.4 ml dagitildiktan sonra tabletler 72 saat boyunca ayni sartlarda

muhafaza edildi.
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Inkubasyon siiresini tamamlayan tabletlerin igerigi bosaltildi. Tabletlerin 80°C’ de 3
saat siireyle fikse edilmelerinin ardindan hiicre yiizeyleri 1/3’liikk PBS ile yikandi ve her
gbze 0.2 ml O-D-glucopyranoside (%0.5, Sigma 03757) eklenerek oda sicakliginda 10 dk
bekletildi. Yikama isleminden sonra her géze T-PBS (1xPBS, %0,05 Tween 20)
icerisinde hazirlanan sirayla primer monoklonal anti-BVDV fare antikoru (1:50), biyotin
isaretli anti-fare keci antikoru (1:400) ve streptavidin horse radish peroksidaz konjugati
(1:300) 0.2 ml miktarinda eklendi. Her bir basamak arasinda 3 kez 1/3 PBS ile yikama
islemi gergeklestirildi ve her basamak 90 dk boyunca oda sicakliginda bekletildi. Son
asamada 0.3 ml DMF (Di-methyl-formamid) i¢erisinde 2 mg AEC (3-amino 9-etil
karbazol, Sigma A5754) ¢ozdiiriilmesi ve 4,7 ml sodyum asetat tamponu ( pH 5.0) ile
0.025 ml H202 (%0.05) eklenmesiyle substrat hazirlandi. Her géze 0.2 ml eklenen
substratin 30 dk inkiibasyonu takiben uzaklastirilmasinin ardindan invert mikroskopta
(Nikon, TS100) hiicre i¢i kirmizi-kahverengi boyanmalarin goriilmesiyle virus tiremeleri
teyit edildi. Boyanma goriilen gézlerdeki serum sulandirmalar1 BVDV antikorlari
yoniinden negatif, boyanma goriilmeyen gozlerdeki serumlar ise pozitif olarak
degerlendirildi. Test gbzlerinin en az yarisinda virus liremesini engellendigi en ytliksek

serum sulandirmasi nétralizan antikor titresi olarak degerlendirildi.

Verilerin Analizi

Notralizan antikor kinetigi asilamadan sonra 15. giinden itibaren 75. giine kadar takip
edildi. Gerek deney gruplari, gerekse BVDV alt gruplar arasindaki farkliliklarin

belirlenmesinde elde edilen antikor titrelerinin geometrik ortalamalar1 dikkate alindu.
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BULGULAR

Serolojik Ozelliklerin Belirlenmesine Yonelik Cahismalar

Immunoperoksidaz Testinin Standardizasyonu

Ticari olarak temin edilen ikincil antikor ve konjugatin farkli konsantrasyonlari
eslestirilerek deney diizeni gergeklestirildi. Farkli bekleme siireleri ya da farkli bekleme
ortamlarinda tekrarlanan bu deney diizeninde; 1:50 oraninda primer monoklonal anti-
BVDV fare antikor sulandirmasinin, 1:400 oraninda biyotin isaretli anti-fare kegi antikor
sulandirmasinin, 1:300 oraninda streptavidin horse radish peroksidaz konjugat
sulandirmasinin ve her bir asgamanin oda sicakliginda 90 dk boyunca bekletilmesinin en

uygun kullanim sartlar1 oldugu belirlendi.

Virus Uremesinin Teyidi ve Titrasyon Sonuclar

Serolojik iligkilerin belirlenmesine yonelik testlerde kullanilacak viruslarin iiremeleri
MDBK hiicre kiiltiiriinde uygulanan PLA yontemiyle kontrol edildi. Hiicre kiiltiirlerinde
inkiibasyon siiresince herhangi bir sitopatojenik etki goriillmezken, PLA yontemi
sonucunda tiim viruslarin ekildigi gozlerde mikroskop altinda kirmizi kahverengi hiicre i¢i

boyanma goriilerek iiremeleri teyit edildi (Sekil-10).

Sekil-10. Uretilen viruslarin PLA yéntemi ile kontrolii.

(1): PLA sonucu iireme odaklarinin makroskobik goriiniimii ve (2): PLA yontemiyle boyama sonuglarinin
mikroskobik goriintiisii (x4).
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Capraz notralizasyon testlerinde kulanilmak amaciyla MDBK hiicre kiiltiiriinde

tiretilen viruslarin Kaerber yontemi ile hesaplanan titre degerleri Tablo-12’de

gosterilmistir. SFT-R hiicre kiiltiiriinde iiretilen viruslarin titre degerleri belirlenmedi,

bunun yerine konsantrasyon sonrasi protein miktarlar1 belirlenerek immunizasyonda

kullanilacak dozlar1 ayarlandi.

Tablo-12. Serolojik iligkilerin belirlenmesine yonelik testlerde kullanilan viruslarin titre

degerleri
BVDYV alt grubu Virus susu DKIDso/ 0,1 ml
BVDV-1a TR 2 104
BVDV-1b TR 12 1077
BVDV-1d TR 11 1004
BVDV-If TR 38 1072
BVDV-1h TR 23 1072
BVDV-1/ TR 1 10704

Viruslarin Konsantrasyonu ve Diyalizi

Konsantrasyon ve diyaliz islemlerinin sonunda elde edilen virus miktarlar1 Tablo-

13°de gosterildi.

Tablo-13. Virus liretimi, ultrafiltrasyon ve diyaliz islemleri sonucunda elde edilen virus

stispansiyonu miktarlari

SFT-R hiicre hattinda  Ultrafiltrasyon
Diyaliz sonucunda elde

Virus Susu iiretimle elde edilen sonucunda elde edilen edilen miktar
miktar miktar

TR 1 100 ml 6.0 ml 5.2ml
TR 2 100 ml 7.0 ml 6.7 ml
TR 11 100 ml 5.0 ml 4.5 ml
TR 12 100 ml 3.4 ml 2.75 ml
TR 23 85 ml 7.0 ml 6.9 ml
TR 38 100 ml 4.5 ml 4.2 ml
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Virus Siispansiyonlarindaki Protein Miktarinin Belirlenmesi

Sulandirilmis virus siispansiyonlarinin 260 ve 280 nm dalga boylarinda dl¢iimleri
sonucu elde edilen optik dansite degerleri ve protein konsantrasyon nomogrami

kullanilarak hesaplanan her 1 ml hacmindeki protein miktarlar1 Tablo-14" de gosterilmistir.

Tablo-14. Virus sulandirmalarinin optik dansite degerleri ve hesaplanan protein miktarlari

Srmek OD degerleri Hesaplanan protein Toplam protein

260nm 280nm miktar1 (mg/ml) miktarlar1 (mg)
BVDV-la/TR2 0.103 0.092 10.0 67.00
BVDV-1b/TRI12  0.120 0.143 10.8 29.70
BVDV-1d/TR11  0.120 0.132 10.8 48.60
BVDV-1f/TR38 0.171 0.239 18.0 75.60
BVDV-1h/TR23  0.064 0.070 7.8 53.82
BVDV-1//TR1 0.120 0.126 10.2 53.04

Virus Varhgnin Teyit Edilmesi

Ultrafiltrasyon tiiplerinde iist haznede kalan ve antijen hazirlanmasinda kullanilan virus
siispansiyonu hem BVDV antijen ELISA, hem de PLA c¢alismalarinda pozitif sonug verdi.
Ultrafiltrasyon tiipiiniin alt haznesinde biriken s1v1 da test edildi ve her iki yontemle de
BVDYV yo6niinden negatif sonug elde edildi. Boylece inaktivasyon islemi dncesindeki
basamaklarin basariyla gerceklestirildigi ve virusun korunarak inaktivasyon basamagina

getirildigi teyit edildi.

Inaktivasyon Isleminin Kontrolii

Virus inaktivasyonu isleminin basarisi PLA yontemi ile kontrol edildi. Bu amagla

MDBK hiicre kiiltiirlerine yapilan inokulasyonlarda herhangi bir sitotoksik etki
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gozlenmedi. Diger taraftan PLA yontemiyle yapilan incelemelerde boyanma goriilmemesi

virusun basariyla inaktive edildigini gosterdi.

Immunize Edilecek Hayvanlarin Belirlenmesi

Isletmede bulunan koyunlardan alinan kan &rnekleri ile gerceklestirilen ELISA ve
serum ndtralizasyon testleri sonucunda tiim hayvanlarin BVDYV antijen ve antikorlar
yoniinden negatif olduklari saptandi. Caligmanin gergeklestirilmesi amaciyla test edilen bu
hayvanlar arasindan yaslar1 g6z 6niine alinarak segilen 21 koyun 7 gruba ayrilarak

immunizasyon protokolii uyguland.

Calisilacak Serum Orneklerinin Belirlenmesi

Her grup igerisinde homolog virusa karsi en yiiksek antikor yanitinin gelistigi
serumlarin belirlenebilmesi i¢in gerceklestirilen N-PLA sonuglar1 Tablo-15’de
gosterilmistir. Bu degerlere gore en yiiksek antikor yanitlarinin 60. gilinde alinan kan

orneklerinde gelistigi belirlendi.
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Tablo-15. Homolog virusa kars1 elde edilen antikor titreleri

Virus susu Hayvan No Ornekleme giinii Antikor titresi
y g
60. giin >1:640%*
5720 75. gin >1:640
TR1 5717 60. giin >1:640
(BVDV-1)) 75. gin 1:640
60. giin >1:640
5629 75. giin >1:320
5631 60. giin 1:640
75. giin >1:640
TR2 5636 60. giin >1:640%*
(BVDV-1a) 75. gln >1:640
60. giin >1:640
5630 75. giin >1:320
60. giin >1:640%*
5627 75. giin >1:640
TR11 5715 60. giin >1:640
(BVDV-14d) 75. gin >1:640
60. giin >1:640
5718 75. giin >1:320
60. giin >1:320
sk 75. giln >1:80
TR12 60. giin >1:640*
5716 "
(BVDV-1b) 75. giin 1:160
60. giin 1:320
5632 75. gin 1:160
60. giin >1:640*
5622 75. giin >1:640
TR23 5639 60. giin >1:640
(BVDV-1h) 75. gin >1:640
60. giin >1:640
5781 75. giin >1:320
60. giin 1:160
5621 75. giin 1:160
TR38 5624 60. giin >1:640*
(BVDV-1f) 75. giin 1:320
60. giin >1:640
5634 75. giin >1:320

*. Capraz notralizasyon caligsmasinda kullanilmasi kararlastirilan 6rnekler
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Capraz Notralizan Antikor Titreleri

Belirlenen 6 serum 6rnegi (Tablo-15) kullanilarak ¢apraz notralizasyon calismalari

gerceklestirildi. Kontrol grubu ve s6z konusu 6 serum 6rneginin 6 farkli BVDV-1 alt

grubuna kars1 gerceklestirilen N-PLA testleriyle elde edilen (Sekil-11) antikor titre
degerleri Tablo-16’da sunulmustur.

Sekil-11. Capraz notralizasyon testleri (Belirlenen serum &rneklerinin

BVDV TR 2 susuna karsi N-PLA testi)

Tablo-16. BVDV-1 alt gruplari arasindaki ¢apraz notralizan antikor titreleri

BVDV-1 Antiserumlar

alt gruplarl BVDV -1a BVDV-1b BVDV-ild BVDV-1f BVDV-1lh BVDV-1l Ig(r(::;)t:()l
BVDV -1a 11280 1:640 1320  1:20 1:640  1:1280 <15
BVDV-1b  1:1280 12560 1:1280  1:20 12560 1:640 <135
BVDV-1d 1:1280  1:80 512807 1:1280  1:1280  1:640 <135
BVDV-1f  1:20 1:20 1:40 112807 1320 1:1280  <I:5
BVDV-1h 1320  1:1280 1:160  1:640 ‘155120 1:1280  <I:5
BVDV-1/  1:80 1:160 1320 1320 1:1280 1502807 <135
oGret‘;‘;f;‘;k 1320 1285 1320 1226  1:1280  1:1015
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Serolojik Yakinhk (R) Degerlerinin Hesaplanmasi

Yukarida agiklandigi sekilde elde edilmis olan antikor titrelerinin ilgili formiile
uyarlanmasiyla alt gruplar arasindaki serolojik yakinlik ya da farkliliklar ifade eden R

degerleri elde edildi. S6z konusu R degerleri Tablo-17"de gosterildi.

Tablo-17. BVDV-1 alt gruplar1 arasindaki serolojik yakinlik diizeyleri (R) degerleri

BVDV-1a BVDV-1b BVDV-ld BVDV-1f BVDV-lh BVDV-1l

BVDV -1a 100 50 12.5 1.5 17.6 25
BVDV -1b 100 17.6 1.1 50 17.6
BVDV -1d 100 17.6 17.6 35.5
BVDV -1f 100 17.6 50
BVDV -1h 100 50
BVDV -11 100

As1 Etkinligi Calismasi

Virus Uremesinin Teyidi ve Titrasyon Sonuclar

MDBK hiicre hattinda iiretimleri sirasinda herhangi bir cp etki goriilmeyen 11 adet
BVDYV susunun kontrolleri PLA yontemi ile gergeklestirildi. MDBK hiicre kiiltiiriiniin
hazirlandig1 24 gozIi tablete ekimleri sonrasinda gergeklestirilen PLA yontemiyle tim
gozlerde ncp lireme odaklarinin belirlenmesi virus iiretimlerinin basariyla gergeklestigini

gosterdi (Sekil-12).

Sekil-12. PLA yontemiyle virus iiremesi kontrolii
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S6z konusu viruslarin enfektivite degerlerini belirlemeye yonelik gergeklestirilen test
sonuglar1 yine immunoperoksidaz testi ile degerlendirildi. Uretilen viruslar i¢in belirlenen

100 DKIDso degerleri Tablo-18’de sunuldu.

Tablo-18. As1 etkinliginin degerlendirilmesinde kullanilan test viruslarinin titre degerleri

Genetik alt gruplar Virus Suslari DKIDso/ 0,1 ml
BVDV-la TR-2 1047
BVDV-1b TR-12 1044
BVDV-1d TR-11 1042
BVDV-I1f TR-38 10724
BVDV-1h TR-23 1049
BVDV-1! TR-1 10749

TR-16 1072
TR-21 1037
TR-29 1037
BVDV-1r TR-73 1042
BVDV-2b TR-15 10275

Notralizan Antikor Titre Degerleri

Gergeklestirilen N-PLA testlerinin sonuglarina gore ¢alismanin baglangicinda BVDV
antikorlar1 yoniinden seronegatif olduklari belirlenen hayvanlarin tamaminda agilama
sonrasinda antikor yanit1 gelistigi tespit edildi. Deney gruplarindaki tiim hayvanlardan 6
defa drnekleme gerceklestirildi ve saglanan tiim serum 6rnekleri 11 BVDV susuna karsi
test edildi. N-PLA ile elde edilen bireysel antikor yanitlar1 Tablo 19-21" de gosterilmistir.
Gruplar aras1 karsilagtirmanin yapilabilmesi amaciyla grup igerisinde yer alan hayvanlarin
ayn1 ornekleme tarihlerinde elde edilen nétralizan antikor titre degerlerinin geometrik
ortalamasi alind1 (Tablo-22). Tez ¢aligsmasinda Tiirkiye’de yaygin oldugu gosterilen
BVDV-1/ alt grubuna ait 4 farkli izolatin kullanilmasindan dolay1 bu alt grubun
degerlendirilmesinde 4 izolata kars1 elde edilen antikor titrelerinin geometrik ortalamalar1

alindi1 (Tablo-23). Geometrik ortalama degerleri ele alindiginda bu arastirmada test edilen
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tim BVDV alt gruplarina kars1 1 numarali asinin digerlerine kiyasla daha yiiksek antikor
titresi sagladig goriildii (Sekil-13, Sekil-14). BVDV-1/ alt grubuna kars1 elde edilen titre
degerleri ise 1:630 — 1:861 arasinda seyrettigi goriildii (Sekil-15). BVDV-1 igerisinde yer
alan diger alt gruplara kars1 reaksiyonlarin bireysel incelemelerinde BVDV-1d, -1h ve -1/
alt gruplari harig, 1 numarali as1 ile elde edilen yanitin diger asilara gore daha yiiksek
oldugu goriildii (Sekil 15-21). Tiirkiye’den izole edilen BVDV-2 genotipinde yer alan
TR15 izolatina kars1 ise tiim asilarin diistik bagisiklik yanit1 gelistirdigi goriildi (Sekil-22).
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Tablo-19. Grup 1°de yer alan hayvanlarin 11 BVD virus susuna kars1 antikor titre degerleri

BVDYV Suslar:
As1 grubu Hayvanno  Kan alim zamam  7R; TR2 TRI1 TRI2 TRIS5 TRI16 TR21 TR23 TR29 TR38 TR73
1) (-1a) (-1d) (-1b) (-2b) 1) 1) (-1h) 1) 1) (-1r)

15. giin 1:16 1:512 1:32 1:64 1:16 1:256 1:32 1:64 1:512 1:64 1:16

30 .giin 1:16 1:512 1:32 1:32 1:64 1:256 1:32 1:256 1:256 1:512 1:512

1.1 45. giin 1:16 1:2048 1:32 1:32 1:64 1:32 1:32 1:64 1:256 1:256 1:256

60. giin 1:16 1:512 1:64 1:64 1:64 1:256 1:2048 1:512 1:1024 1:64 1:512
75. giin 1:16 1:512 1:64 1:64 1:32 1:1024 1:512 1:512 1:1024 1:1024 1:1024

15. giin 1:512 1:512 1:128 1:128 1:64 1:2048 1:512 1:512 1:2048 1:512 1:512

30 .giin 1:256 1:512 1:64 1:128 1:64 1:512 1:512 1:512 1:4096 1:512 1:512

1.2 45. giin 1:256 1:2048 1:128 1:256 1:64 1:1024 1:512 1:1024 1:512 1:256 1:512
- 60. giin 1:256 1:1024 1:64 1:2048 1:64 1:2048 1:512 1:512 1:512 1:512 1:1024
‘2 75. giin 1:256 1:512 1:64 1:256 1:64 1:1024 1:512 1:256 1:1024 1:2048 1:1024
«= %ﬂ 15. giin 1:2048 1:2048  1:2048 1:512 1:256 1:512 1:64 1:512 1:2048 1:2048 1:2048
Q_ © 30 .giin 1:1024 1:2048 1:512 1:512 1:256 1:2048 1:256 1:512 1:2048 1:2048 1:2048
= N 1.3 45. giin 1:2048 1:1024  1:1024 1:512 1:512 1:1024 1:64 1:4096 1:2048 1:2048 1:4096
—_ > 60. giin 1:2048 1:4096  1:2048 1:512 1:256 1:1024 1:256 1:1024 1:1024 1:4096 1:2048
(D (] 75. giin 1:2048 1:1024  1:4096 1:512 1:256 1:4096 1:128 1:256 1:1024 1:4096 1:2048
5 15. giin 1:2048 1:2048  1:2048 1:512 1:1024  1:1024 1:2048 1:1024 1:2048 1:2048 1:2048
v 30 .giin 1:1024 1:1024 1:1024 1:32 1:1024 1:2048 1:2048 1:512 1:2048 1:2048 1:2048
1.4 45. giin 1:2048 1:2048  1:2048 1:512 1:1024 1:512 1:2048 1:256 1:2048 1:2048 1:2048
60. giin 1:256 1:2048  1:4096 1:256 1:256 1:512 1:2048 1:256 1:2048 1:2048 1:2048
75. giin 1:512 1:4096  1:2048 1:256 1:512 1:256 1:1024 1:256 1:2048 1:2048 1:2048
15. giin 1:256 1:2048  1:8192  1:2048 1:128 1:4096 1:512 1:1024 1:4096 1:2048 1:4096
30 .giin 1:256 1:4096  1:2048 1:32 1:256 1:1024 1:512 1:256 1:2048 1:2048 1:2048
1.5 45, giin 1:256 1:4096  1:4096  1:1024  1:1024 1:1024 1:1024 1:1024 1:2048 1:4096 1:4096
60. giin 1:512 1:2048  1:2048  1:2048 1:256 1:1024 1:1024 1:4096 1:1024 1:2048 1:2048
75. giin 1:4096 1:4096  1:2048 1:512 1:256 1:256 1:512 1:4096 1:1024 1:2048 1:2048
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Tablo-20. Grup 2’de yer alan hayvanlarin 11 BVD virus susuna kars1 antikor titre degerleri

BVDYV Suslart
Asigrubu  Hayvanno Kanahmzamam 7pRj TR2 TRI11 TRI2 TRI5 TRI6 TR21 TR23 TR29 TR38 TR73
Cl)  (lg () (1) () (1) () () () () ()
15. giin 1:64 1:256 1:512 1:16 1:64 1:64 1:256 1:2048 1:1024 1:256 1:512
30 .giin 1:256 1:256 1:1024 1:16 1:64 1:256 1:64 1:4096 1:2048 1:1024 1:512
2.1 45. giin 1:64 1:32 1:512 1:16 1:64 1:64 1:256 1:512 1:2048 1:1024 1:512
60. giin 1:512 1:512 1:256 1:256 1:64 1:256 1:64 1:512 1:4096 1:256 1:4096
75. giin 1:512 1:512 1:64 1:4096 1:64 1:512 1:64 1:512 1:2048 1:256 1:2048
— 15. giin 1:256 1:256 1:32 1:256 1:64 1:512 1:512 1:1024 1:1024 1:1024 1:64
‘7’ 30 .giin 1:512 1:256 1:32 1:64 1:64 1:256 1:512 1:512 1:1024 1:1024 1:32
¢Ty\ 2.2 45. giin 1:512 1:64 1:32 1:256 1:64 1:64 1:512 1:1024 1:512 1:64 1:64
© 60. giin 1:256 1:256 1:256 1:64 1:64 1:256 1:256 1:512 1:512 1:256 1:256
c}‘ 75. giin 1:512 1:256 1:256 1:32 1:32 1:256 1:256 1:512 1:256 1:64 1:16
N > 15. giin 1:256 1:512 1:1024 1:512 1:64 1:256 1:512 1:2048 1:1024 1:2048 1:128
Q_ g 30 .giin 1:32 1:256 1:512 1:256 1:64 1:1024 1:512 1:256 1:256 1:2048 1:128
=5 m 2.3 45. giin 1:128 1:512 1:2048 1:256 1:64 1:1024 1:512 1:1024 1:1024 1:512 1:128
S CU“ 60. giin 1:1024 1:512 1:512 1:64 1:64 1:1024 1:512 1:2048 1:256 1:512 1:128
w ‘T 75. giin 1:2048 1:512 1:2048 1:512 1:64 1:512 1:512 1:2048 1:1024 1:512 1:512
15. giin 1:512 1:2048 1:2048 1:1024 1:64 1:2048 1:512 1:4096 1:1024 1:1024 1:1024
B 30 .giin 1:512 1:2048 1:2048 1:512 1:64 1:2048 1:512 1:1024 1:1024 1:1024 1:1024
> 24 45. giin 1:1024 1:1024 1:2048 1:2048 1:64 1:2048 1:512 1:256 1:1024 1:2048 1:512
m 60. giin 1:1024 1:256 1:2048 1:128 1:64 1:2048 1:512 1:2048 1:512 1:2048 1:1024
~ 75. giin 1:256 1:1024 1:2048 1:128 1:64 1:2048 1:512 1:4096 1:2048 1:1024 1:512
15. giin 1:512 1:1024 1:512 1:128 1:256 1:1024 1:512 1:4096 1:1024 1:2048 1:512
30 .giin 1:1024 1:1024 1:512 1:512 1:64 1:4096 1:512 1:4096 1:1024 1:2048 1:256
2.5 45. giin 1:2048 1:1024 1:1024 1:256 1:128 1:4096 1:1024 1:8192 1:1024 1:2048 1:1024
60. giin 1:1024 1:1024 1:1024 1:512 1:256 1:4096 1:1024 1:8192 1:256 1:2048 1:1024
75. giin 1:1024 1:2048 1:2048 1:64 1:64 1:4096 1:1024 1:8192 1:256 1:8192 1:1024
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Tablo-21. Grup 3’de yer alan hayvanlarin 11 BVD virus susuna kars1 antikor titre degerleri

BVDYV Suslar:

Asigrubu  Hayvanno  Kan ahmzamam ~Zpy TR2 TR11  TRI2 TRI5 TRI6  TR2I  TR23  TR29  TR38  TR73
(-10) (-1a) (-1d) (-1b)  (2b) (-1} (1) (-1h) (-10) -1)) (-1r)

15. giin 1512 1512 1.64 1:64 1.6 1:64 1:64 1:512  1:1024 1512 164

30 .giin 1512 15512 164 1:64 132 1:64 1256 12256 1:1024  1:1024  1:256

3.1 45. giin 1512 12256 1:64 1:64  1:64  1:128  1:64 1512 1:1024  1:1024  1:256

60. giin 1:1024  1:4096  1:64 1332 1:64 1512 1512 1256 1:64 1:1024 1256
75. giin 1:1024  1:512 1256 1:32 1:64  1:1024  1:512 1:64 1:64 1:1024  1:4096

15. giin 1512 1512 132 1.8 164 1512 1512 1256 1512 125 116

30 .giin 1:1024  1:512 1:64 116 164 1:512 1256 1:512 15512 1:512 132

. 3.2 45. giin 1:512 1:512 1:32 1:8 1:64  1:512 1:256 1:512 1:512 1:512 1:16

@ 60. giin 1:1024  1:256  1:32 116 1:64  1:1024 15512 1:512 1512 1256 1:64

P 7 75. giin 1:1024  1:256  1:64 132 164 1:8192 1512 1:512 15512 1:512 132
© 15. giin 12048 1:512 14006 1:512  1.64  1.2048 1512 1.2048  1.1024 1256 1512

Q © 30 .giin 122048 1:1024  1:4096  1:512  1:64  1:1024  1:512  1:4096  1:1024  1:256  1:512
=1 33 45. giin 122048  1:512 15512 1:64  1:64 122048 1:2256  1:2048  1:1024 1256 1:512
- 60. giin 1:2048  1:2048  1:4096  1:256  1:64 12048  1:512 12048 1:1024 1256 1:128
(D (=) 75. giin 1:1024  1:512 12048 1:64  1:64 122048 1:1024  1:1024  1:512 12256 1:128
> 15. giin 12048 1:1024 11024  1:64 _ 132 1.2048  1:1024  1.4096  1:.1024  1.512  1.1024
m 30 .giin 12256 1:1024  1:512 12256 132 15512 1:512 122048 1:1024  1:1024  1:1024

~ 34 45. giin ;512 15512 15512 1:128  1:64  1:1024 1256 1:2048  1:1024  1:512  1:512
60. giin 1512 1512 15512 1:64 1.6 15512 1256 1:1024  1:512 1:1024  1:4096

75. giin 12256 1:4096  1:512  1:64 132 15512 1:1024  1:4096 1512 1:512 1512

15. giin 1512 1256 1.64 132 1.6 1512 1512 1:2048 12256 1512 1:256

30 .giin 1256 1256 1256 132 18 ;512 15512 1:512 1:128  1:512 1:64

3.5 45. giin 1:256 1:256 1:512 1:256 18 1:512 1:1024  1:256 1:128 1:512 1:64
60. giin 11128 1:512 1:1024  1:256  1:64  1:22048  1:1024  1:2048  1:64 1:4096  1:1024
75. giin 1256 1:512 1:1024  1:128  1:64  1:22048  1:512  1:22048  1:128  1:1024  1:1024
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Tablo-22. BVDV suslarina karsi elde edilen antikor titre degerlerin geometrik ortalamalarinin gruplar aras1 dagilimi

BVDV-1a BVDV-1b BVDV-1d BVDV-1f BVDV-1h BVDV-1!/ BVDV-1r BVDV-2b
Asi grubu Kan alim zamani

TR2 TRI2 TRI11 TR38 TR23 TR1 TRI16 TR21 TR29 TR73 TRIS5

15. giin 1176.3 337.8 675.6 776.0 445.7 388.0 1024.0 256.0 17829 675.6 128.0

30 .giin 1176.3 73.5 294.1 1176.3 388.0 256.0 8914 337.8 1552.1 1176.3 194.0

1 45. giin 2048.0 294.1 512.0 1024.0 588.1 337.8 4457  294.1 10240 1351.2 294.1
60. giin 1552.1 512.0 588.1 891.4 776.0 256.0 7760 8914 1024.0 1351.2 147.0

75. giin 1351.2 256.0 588.1 2048.0 512.0 4457 776.0 4457 11763 1552.1 147.0

15. giin 588.1 194.0 445.7 1024.0 2352.5 256.0 4457 4457 1024.0 294.1 84.4

30 .giin 512.0 147.0 445.7 1351.2 1176.3 294.1 8914 3378 891.4 2229 64.0

2 45. giin 256.0 222.9 588.1 675.6 1024.0 388.0 512.0 512.0 1024.0 294.1 73.5
60. giin 445.7 147.0 588.1 675.6 1552.1 675.6 8914 3378 588.1 675.6 84.4

75. giin 675.6 2229 675.6 588.1 1782.9 675.6 8914 3378 776.0 388.0 55.7

15. giin 512.0 55.7 2229 388.0 1176.3 891.4  588.1 388.0 1024.0 168.9 32.0

30 .giin 588.1 84.4 294.1 588.1 891.4 588.1  388.0 388.0 891.4 194.0 32.0

R} 4S. giin 388.0 64.0 194.0 512.0 776.0 588.1  588.1 256.0 1024.0 147.0 42.2
60. giin 891.4 73.5 337.8 776.0 891.4 675.6 1024.0 512.0 588.1 388.0 64.0

75. giin 675.6 55.7 445.7 588.1 776.0 588.1 17829 675.6 776.0 388.0 55.7
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Tablo-23. BVDV-1 alt gruplarina kars1 gelisen antikor titrelerinin geometrik ortalamalar

Ortalama Genel Ortalama
As1 grubu Kan alim zamam BVDV-1/* BVDV-2
(BVDV-1 Viruslari) (BVDV-1 + BVDV-2 Viruslari)
15. giin 652.6 633.5 128.0 518.7
30 .giin 588.1 501.9 194.0 445.7
1 45. giin 461.4 784.9 204.1 694.3
60. giin 652.6 8359 147.0 672.6
75. giin 652.6 803.4 147.0 649.7
15. giin 159.8 478.7 84.4 385.3
30 .giin 530.1 484.9 64.0 376.4
2 45. giin 568.1 443.5 73.5 354.3
60. giin 588.1 532.7 84.4 4231
75. giin 630.3 605.9 55.7 449.6
15. giin 228.6 2727 32.0 208.6
30 .giin 530.0 360.2 32.0 266.2
3 45. giin 548.7 268.7 422 213.2
60. giin 675.6 454.6 64.0 355.8
75. giin 861.1 4263 55.7 330.5

* : BVDV-1/ alt grubunda bulunan 4 virus susuna kars1 elde edilen degerlerin grup i¢i ortalamasi.
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Tiim izolatlar

034,5 672,6 649,7

Antikor Titre Degerleri

0.Gln 15.GiUn 30.Giln 45.GUn 60.Giln 75.Gln
Ornekleme Tarihleri

Sekil-13. Asilama sonrasinda BVDV Tiirkiye izolatlarina karst gelisen antikor titre degerlerinin degisimi

BVDV-1 (ortalama)

784,9 83,7 803,4

633,5 /— ————
— =

Antikor Titre Degerleri

/ 272,7 268,7 —h—Asi 3
G T T T T 1

0.Gln 15.Gin 30.Gln 45.Gun 60.Gln 75.Gin

Ornekleme Tarihleri

Sekil-14. BVDV-1 Tiirkiye izolatlarma kars: gelisen antikor titrelerinin (geometrik ortalamalarinin)
asilama sonrasi giinlere gore degisimi

BVDV- 1!/

jl,l

=——As1 1

== A5l 2

== Ag1 3

159,8
0. Gln 15. Gin 30. Giin 45. Gln 60. Giin 75. Gun

Antikor Titre Degerleri

Ornekleme Tarihleri

Sekil-15. BVDV-1/alt grubuna kars1 gelisen antikor titrelerinin (geometrik ortalamalarinin) asilama
sonrasi glinlere gore degisimi
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.Gln 15.Giln 30.Giin 45.Gin 60.Gln 75.Gin

o Antikor Titre Degerleri

Ornekleme Tarihleri

Sekil-16. BVDV-1a alt grubuna (BVDV TR2) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin agilama sonrasi
giinlere gore degisimi

BVDYV -1b

0.Gln 15.Giin 30.Giin 45.Gln 60.Gilin 75.Gln
Ornekleme Tarihleri

Antikor Titre Degerleri

Sekil-17. BVDV-1b alt grubuna (BVDV TR12) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin asilama sonrast
giinlere gore degisimi

588,1

337,8

0.Gin 15.Gin 30.Gun 45.Gun 60.Gun 75.Gin

Antikor Titre Degerleri

Ornekleme Tarihleri

Sekil-18. BVDV-1d alt grubuna (BVDV TR11) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin agilama sonrasi
giinlere gore degisimi
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BVDV -1f

1351,2 /

A5l 1
=== Ag| 2
675,6
388 588,1 >12 588,1 UL
0.Gln 15.Giin 30.Giin 45.Gln 60.Giin 75.Gln

Antikor Titre Degerleri

Ornekleme Tarihleri

Sekil-19. BVDV-Ifalt grubuna (BVDV TR38) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin asilama sonrasi
giinlere gore degisimi

BVDYV -1h
2352,5

0.Gln 15.Giln 30.Giin 45.Gln 60.Gln 75.Giln
Ornekleme Tarihleri

Antikor Titre Degerleri

Sekil-20. BVDV-1h alt grubuna (BVDV TR23) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin asilama sonrasi
giinlere gore degisimi

BVDYV -1r

1552,1

1176,3
675,6 //._W:,S/ _.-ASI 1
)%1/ 2229 2941 _—~MBkgg. 388 —— Al 2

7 === As1 3

0.Gln 15.Gin 30.Gln 45.Gun 60.Gln 75.Gln
Ornekleme Tarihleri

Antikor Titre Degerleri

Sekil-21. BVDV-Ir alt grubuna (BVDV TR73) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin agtlama sonrasi
giinlere gore degisimi
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=——Asl 1
== AsI 2
== Ag1 3

0.Gln 15.Gin 30.Giln 45.GlUn 60.GUln 75.Gln
Ornekleme Tarihleri

Antikor Titre Degerleri

Sekil-22. BVDV-2 alt grubuna (BVDV TR15) kars1 gelisen antikor titre degerlerinin agilama sonrasi
giinlere gore degisimi
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TARTISMA ve SONUC

Sigircilik isletmelerinde iiretimin her asamasini olumsuz yonde etkilemesi sebebiyle
BVDV enfeksiyonlarinin kontrolii ekonomik olarak 6nem tagimaktadir. BVDV
enfeksiyonlarin kontrolii genel olarak PI hayvanlarin belirlenmesi, eliminasyonu ve asilarla
olusturulan bagisik yanita dayanmaktadir (181). BVDV kontoliinii etkileyen pek ¢ok
faktor bulunmakla birlikte izolatlar arasindaki genetik, antijenik ve serolojik farkliliklarin

potansiyel etkilerinin belirlenmesi 6nemli bir unsurdur.

BVDV izolatlar1 arasinda gelisen genetik farkliliklar ve genetik degisimlerin
yansimast olarak ortaya ¢ikan antijenik farkliliklarin bulundugu gosterilmistir (187). RNA
bagimli RNA polimeraz enziminin fonksiyonlarina iliskin hatalar ve bu hatalara bagl
olarak ortaya ¢ikan mutasyonlarla iliskili genetik, antijenik farkliliklarin 6nemi pek ¢ok

calisma ile vurgulanmistir (189-200)

Reddy ve arkadaslarinin (189) gerceklestirdigi ¢calismada as1 susu ile saha suglari
arasinda antijenik farkliliklarin bulundugu bildirilmistir. Bu farkliliklardan dolay1 virus
noétralizasyon ve immunopresipitasyon testlerinde kullanilan monoklonal antikorlarin tiim
BVDV suslarii tanima yetenegine sahip olmayabilecegi belirtilmistir. S6z konusu
aragtirmada (189) antijenik farkliliklarin monoklonal antikor kullanimina dayanan testlerde

(ELISA, IFA, VN) yanlis negatif sonuclar elde edilmesine yol agabildigi gosterilmistir.

Zimmer ve arkadaslarinin (201) gerceklestirdigi ¢alismada diivelerde iki farkli inaktif
ticari a1 uygulamasi sonrasinda gebeligin 82. giiniinde antijenik olarak farklilik goriilen 3
BVDV susu kullanarak deneysel enfeksiyon sekillendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
asilanan hayvanlarda PI yavru gelisim oraninin %60-78 arasinda degistigi bildirilmistir.
Bu deneysel enfeksiyon modeli asilamalarda antijenik farkliliga dayanan koruma

yetersizlikleriyle karsilagilabilecegini gostermektedir (201).

Virus ¢esitliliginden ileri gelen sorunlar teshis ve agilama faaliyetlerinin etkinligini
siirlandirmakta, boylece BVDV korunma ve kontroliine yonelik ¢alismalar1 olumsuz

etkilemektedir.

BVDV-1 asisiyla immunize edilmis diivelerden dogan PI buzagilardan BVDV-2 virus
susu izole edilmesi sonucu sahada kullanilan asilarin farkli genotip/alt genotiplere (alt

gruplara) kars1 korunmada yeterli olup olmadig1 sorusu giindeme gelmistir (24, 192, 193).
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Kontrol stratejisi olarak gebe sigirlara canli BVDYV asis1 uygulamalarinin riskli olmasi
sebebiyle arastirmalar daha ziyade etkili bir inaktif a1 gelistirilmesi iizerine odaklanmistir
(195). Inaktif asilarin etkinligi direkt olarak antijen konsantrasyonu ile iliskilendirilse de
uygulama yolu, uygulama siklig1, bireysel bagisiklik farkliliklari, tespit yontemlerindeki
duyarliliklar, kullanilan adjuvan ve segilen as1 susunun da as1 etkinliginde rol oynadigi
bilinmektedir (22, 178, 181, 192, 195-197). BVDV suslar1 arasinda goriilen ¢esitlilikten
yola ¢ikarak, asilarda yer alan suslarla saha suslar1 arasinda ¢apraz koruma saglanmasi

2000’11 yillardan bu yana tlizerinde 6nemle durulan bir konu haline gelmistir (178, 194).

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de tespit edilen BVDV alt gruplar1 (BVDV-1a, -1b, -1d, -
1f, -1h, 1/) arasindaki serolojik benzerliklerin ya da farkliliklarin incelenmesi ve ayrica
Tiirkiye’de kullanilan ticari BVDV agilarinin yerel BVDV alt gruplarina karsi

koruyuculuklarinin arastirilmasi hedeflenmistir.

Serolojik Ozelliklerin Belirlenmesine Yonelik Cahismalar

Tezin bu bdliimiinde koyunlarda farkli 6 inaktif BVDYV izolati ile immunizasyon
yapilmis ve elde edilen kan 6rnekleri homolog ve heterolog viruslara kars1 ¢apraz

ndtralizasyon testleri ile incelenmistir.

Kontrol grubundan elde edilen serumlarda higbir alt gruba kars1 nétralizan antikor
gelismedigi goriiliirken, tiim izolatlar i¢in en yliksek nétralizan antikor yanitlart homolog
eslestirmelerde elde edilmistir. Serum-virus eslestirmelerinden elde edilen titrelere
bakildiginda (Tablo-16) tiim serumlarin, degerlendirmeye alinan tiim BVDV izolatlarina
kars1 belirli bir nétralizan antikor yanit gelisimine yol ac¢tig1 goriilmiistiir. Her ne kadar
tiim serumlar her bir virusu ayr1 ayri nétralize etse de elde edilen titre degerleri arasinda

belirgin farkliliklar oldugu da g6zlenmistir.

Minami ve arkadaslari, Japonya’da varlig1 belirlenmis BVDV alt gruplar1 (BVDV-1a,
-1b, -1c, -1n, -10 ve BVDV-2a) arasinda antijenik iligkilerin ortaya konulmasina yonelik
bir calisma gergeklestirmistir (198). Bu ¢alismada ¢apraz serum notralizasyon testi
sonuclarina dayanarak homolog viruslara kars1 gelisen antikor titreleri ile diger alt gruplara
kars1 gelisen antikor titreleri arasinda en az 4 kat fark oldugu gosterilmistir. Antikor

titrelerindeki 4 katl konsantrasyon farkinin alt grup spesifik bir yanit oldugu ileri
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striilmiistiir. Arastirmacilar (198), daha az farka sahip antikor yanitlar1 elde edilmesinin
muhtemel sebepleri olarak; (1) bir veya birden fazla alt grupla gergeklesen enfeksiyon
varligini, (2) BVDV-1a, BVDV -1b, BVDV -1c, BVDV-2a disinda kalan alt gruplarla
gerceklesen enfeksiyon varligini ya da (3) uzun siire nce farkli bir alt grupla gecirilen
enfeksiyondan kalan diisiik antikor yanitlarin varligini 6ne stirmiislerdir. Ancak bu tez
caligmasinda tek bir alt grup kullanilarak bagisikligr saglanan koyunlarin serum
noétralizasyon testlerinde homolog virusa karsi gelisen yliksek antikor titre degerlerinin
heterolog BVDV-1 alt gruplarina kars da gelisebilecegi goriilmiistiir. Ozellikle de BVDV-
la antiserumu ile homolog virusa kars1 elde edilmis olan 1:1280 antikor titresinin BVDV-
1b ve BVDV-1d viruslarina kars1 da elde edilmesi Minami ve arkadaslarinin (198)
hipotezinin her zaman gegerli olmadigin1 gostermektedir. Benzer sekilde Couvreur ve
arkadaslarinin (60) gerceklestirdigi calismada BVDV-1b antiserumu ile homolog virusa
kars1 elde edilen 1:640 titre degerlerinin BVDV-1a (NADL) susuna karsi da elde edilmesi

bu tez ¢alismasinda elde edilen verileri desteklemektedir.

Tez caligmasinda homolog antikor yanitlari ile heterolog BVDV-1 alt gruplarina kars1
gelisen antikor yanitlar1 karsilastirildiginda, benzer degerlerin saptanmasinin yaninda,
yiiksek oranda farkliliklar da belirlenmistir. Homolog ve heterolog viruslara karsi elde
edilen antikor titre degerleri arasinda en az 2 kat fark goriiliirken (BVDV-1h antiserumu —
BVDV-1b virus susu), en yiiksek farklilik 128 kat olarak saptanmistir (BVDV-1b

antiserumu — BVDV-1f virus susu) saptanmistir.

BVDV -1f antiserumu BVDV-1a ve BVDV-1b viruslarina karsi test edildiginde
oldukga diisiik notralizasyon yanit1 (1:20) gelistigi goriilmiistiir. Ayni sekilde BVDV-1a, -
1b, ve -1d antiserumlarinin BVDV-1f"ye kars1 test edilmesinde de benzer diisiik yanitlarla
(1:20 -1:40) karsilagilmistir (Tablo-16). Bu veriler BVDV-1f izolatinin sahip oldugu
notralizasyonda etkili olan epitoplarla, test edilen diger alt gruplarin, 6zellikle de BVDV-
la, -1b, ve -1d alt gruplariin sahip oldugu epitoplar arasinda belirgin farkliliklarin

varligini isaret etmektedir.

BVDV-1a serumu ile diger alt gruplar arasindaki nétralizan antikor diizeyleri ele
alindiginda BVDV-1f (1:20) ve BVDV-1h (1:80) alt gruplar1 haricinde diger alt gruplara
kars1 yliksek antikor yanit1 elde edildigi gortilmiistiir. Bu yanitlar BVDV-1b ve BVDV-1d
reaksiyonlarinda homolog antikor yanitiyla ayni degerdeyken (1:1280), BVDV-1h i¢in
1:320 titre degeri elde edilmistir.
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BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-1d ve BVDV-1f antiserumlarin nétralizasyon yanitlari
incelendiginde yliksek yanitlar yaninda her bir antiserumun en az bir alt gruba kars1 diistik
nétralizasyon sagladigi da goriilmektedir. Ozellikle bu antiserumlarin BVDV-1/ alt
grubuna kars1 gelistirdikleri notralizasyon yanitlarin 1:80—1:320 titre degerleri arasinda
degistigi belirlenmistir. Avrupa’da goriilen BVDV-1h ve Tiirkiye’de yaygin olan BVDV-
1/ viruslartyla elde edilen antiserumlarin ise degerlendirmeye alinan tiim izolatlara kars1
yiiksek (1:320—1:2560) nétralizan antikor yanit1 gelistirdigi goriilmiistiir. Bu durum bir
kisim antiserumlarin BVDV-1/ alt grubu viruslar1 notralize etmekte yetersiz kalabilecegini,

buna kars1 BVDV-1/ ve BVDV-1h alt gruplarina ait serumlarin test edilen diger alt

gruplardaki viruslar yiiksek oranda nétralize etme yeteneginin oldugunu gostermektedir.

Serolojik farkliliklar antijenik farkliliklarin gosterilmesinde onciiliikk etmektedir. Her
bir alt grup arasindaki bu iliskilendirme serolojik benzerlik katsayisi (R) olarak ifade
edilmistir. R degerinin 25 ya da daha diisiik olmas1 6nemli antijenik farkliliklar1 ifade
etmektedir. Bu deger yiikseldik¢e karsilastirilan iki grup arasindaki benzerligin arttig
anlasilmaktadir (199).

Bachofen ve arkadaglarinin (43) BVDV-1b, -1e, -1h ve -1k alt gruplarindan viruslar ile
gelismis dogal enfeksiyonlardan elde ettikleri serumlarla farkli BVDV alt gruplarimi
(BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-1h, BVDV-1k, BVDV-1le, BVDV-2a) ¢apraz nétralizasyon
testleriyle karsilagtirdiklar1 bir galismada BVDV-1a ve BVDV-1b suslar1 arasinda
farkliliklar oldugu ortaya konulmustur. Yine bu ¢alismada antijenik yakinlik (R)
degerlerinin BVDV-1a ile -1b arasinda 35 ya da 42, BVDV-1hile -1a arasinda 33 ya da
40, BVDV-1h ile -1b arasinda 50 oldugu bildirilmistir.

Ridpath ve arkadaslarinin (83) poliklonal keg¢i antiserumlariyla gergeklestirdigi bir
calismada BVDV -laile -1b arasindaki R degerinin 36 oldugu, Becher ve arkadaslarinin
(5) gergeklestirdigi bir ¢aligmada ise ayni alt gruplar (BVDV—1a ve —1b) arasindaki R
degerinin 24.2 oldugu bildirilmistir.

BVDV izolatlar arasinda ¢apraz notralizasyon testlerinin gergeklestirildigi farkli bir
calismada ise BVDV-1a ile -1b arasinda R degeri 9.9 bulunmustur (198). Bu tez
caligmasinda farkli BVDV-1 alt gruplar1 arasinda ¢apraz nétralizasyon sonuglari
kullanilarak hesaplanan antijenik yakinlik (R) degerleri 1.1 ile 50 arasinda degismektedir.
BVDV-1h alt grubu ile BVDV-1b alt grubu arasinda saptanan antijenik yakinlik degerleri
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(R=50) Bachofen ve arkadaslarinin tespit ettikleri R degeri ile benzerlik gostermektedir.
Diger yayinlardan farkli olarak bu ¢alismada BVDV-1a ile BVDV-1b arasindaki antijenik
yakinlik diizeyi daha yliksek (R=50) bulunmustur (Tablo-17). Giinlimiizde virus pasajlama
islemleri sirasinda meydana gelen genetik degisiklikler sebebiyle farkli laboratuvarlarda
ayni isimle kullanilan BVDYV viruslari arasinda bile antijenik farkliliklarin giindeme
gelebilecegi bilinmektedir (168). Ayrica saha sartlarinda sinirsiz olarak sirkiile olan,
hayvanlar arasindaki bulagsma ve yeni konakgidaki ¢ogalma siirecinde BVD virus
suslarinin yiiksek oranda mutasyona ugramasi da beklenen bir durumdur. Dolayisiyla bu
mutasyonlarin etkisiyle farkli cografyalardaki BVDYV suslar1 ayn1 genetik alt grupta
olmalarina ragmen antijenik/serolojik farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum test
edilen BVDV-1a ve BVDV-1b viruslarinin diger ¢aligmalara (5, 43, 83, 198) kiyasla

serolojik olarak birbirine daha yakin bulunmasinin muhtemel sebebi olabilir.

Calismada elde edilen en yiiksek R degerleri BVDV-laile -1b (R=50), BVDV-1/ile -
1f (R=50), BVDV-1/ile -1h (R=50) ve BVDV-lh ile -1b (R=50) alt gruplar1 arasinda
saptanmistir. Bu alt gruplar arasinda benzer oranda serolojik farkliklarin bulundugunu ve
diger alt gruplara nazaran daha yiiksek antijenik benzerliklere sahip olduklari
goriilmektedir. Ancak elde edilen benzer sonuglar gruplar arasi serolojik iligkilerin ayni

antijenik farkliliklardan kaynaklanip kaynaklanmadigini agiklamamaktadir.

Bu ¢aligmada en diisiik R degerleri (diger bir ifadeyle en yiiksek serolojik farkliliklar)
ise BVDV-1file -1b (R=1.1) ve BVDV-I1file -1a (R=1.5) alt gruplar1 arasinda
saptanmistir. Bu veriler BVDV-1f alt grubu ile test edilen alt gruplar arasinda, 6zellikle de
ticari agilarin hazirlanmasinda siklikla tercih edilebilen BVDV-1a ve BVDV-1b alt gruplari
arasinda onemli antijenik farkliliklarin bulunabilecegini gostermektedir. Bu diizeydeki bir
farkliligin teshis yontemlerinin etkinliginde ve BVDV enfeksiyonunun kontroliine yonelik

caligmalarda olumsuzluklara yol agabilecegi degerlendirilmektedir.

Glinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda (25, 86) Tiirkiye’de yaygin oldugu belirlenen
BVDV-1/ alt grubunun diger alt gruplarla karsilastirildiginda yiiksek diizeyde serolojik
yakinliklarin saptanmasi ise ilgi ¢ekici bir bulgudur. Tiirkiye’de kullanilan agilar igerisinde
siklikla kullanilan BVDV-1a alt grubu ile BVDV-1d, BVDV-1f alt gruplar1 arasinda
belirgin diizeyde serolojik farkliliklarin gériilmesi teshis ya da korunma programlarindaki

eksikliklerin temelini olusturabilir. Her ne kadar daha fazla veriye ihtiya¢ duyulsa da, R
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degerleri ele alindiginda BVDV-1h ve 6zellikle BVDV-1/ alt gruplariin bu yondeki

eksikliklerin giderilmesinde katki saglayabilecegi sdylenebilir.

Couvreur ve arkadaglarinin (60) saha izolatlar1 ile gergeklestirdikleri capraz
noétralizasyon caligmalarinin istatistiksel incelemeleri sonucu BVDV-1a, -1b, -1d ve -1f alt
gruplart arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 bildirilmistir. Bu sonuca dayanarak asilarda
degisik BVDYV alt gruplarin yer almasinin gerekli olmadigi o6ne siiriilmiistiir. Bu tez
calismasinda gerceklestirilen ¢capraz notralizasyon testlerinde ise, pek ¢ok caligmada
oldugu gibi (5, 43, 83, 198), baz1 BVDV-1 alt gruplar1 arasinda zayif ¢apraz notralizasyon

sonuglar1 saptanmig ve serolojik farkliliklarin bulundugu ortaya konulmustur.

BVDV-1 alt gruplar1 arasinda saptanan zayif antikor yanitlari, farkli aragtirmacilar
tarafindan onerilen (1:256 ve 1:512) koruyucu titrelerin (194, 200) altinda seyretmektedir.
Bu calismada elde edilen veriler; saha enfeksiyonlarinda bu farkliliklarin koruyuculukta
yetersizliklere yol acabilecegini ve hastalik kontrol programlari i¢in as1 virusu belirlerken

bu kriterlerin gbz oniinde bulundurulmasi gerektigini géstermektedir.

As1 Etkinligi Calismasi

Tez caligmasinin diger bir kismi olarak Tiirkiye’de satiga sunulan farkl ¢ ticari
inaktif aginin Tiirkiye’de tespit edilmis olan ve antijenik farkliliklara sahip BVDV alt

gruplarina kars1 etkinliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Hamers ve arkadaglarinin (192) da belirttigi iizere asilarin saha sartlarinda
koruyuculugunun incelenmesinin en etkili yolu ¢ok sayida hayvanin agilanmasi ve
antijenik farkliliga sahip ¢ok sayida izolatla gerceklesen enfeksiyonlarin incelenmesidir.
Ancak bu yontemin etik ve ekonomik etkileri diisiiniildiiglinde uygulama alani kisith

kalmaktadir.

Tez calismasinda, gergeklestirilen bu deney diizeninde her bir grupta 5 hayvan
bulunan toplam {i¢ gruba ayr1 ayr1 {li¢ farkli ag1 uygulanmistir. Tiim hayvanlardan 15 giin
ara ile 6 defa alinan kan 6rneklerinin her biri 11 farkli BVDV susuna kars1 nétralizasyon

testi ile incelenmistir.

Daha 6nce pek ¢ok ¢alismada ticari asilarin saha izolatlarina karsi olusturduklari

koruyuculuk diizeyleri degerlendirilmistir. Bu ¢alismalardan 6nemli bir boliimii belirli
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cografyalarda daha yaygin olarak goriilen BVDV-1a, -1b ve BVDV-2 suslarina karsi
gerceklestirilmistir (10, 182, 193).

BVDV-1a ve BVDV-2a igerikli canli as1 kullanilan bir ¢alismada (38) ise BVDV-1b
susuna karsi gelisen 1:64 antikor yanitinin BVDV-1b ile persiste enfekte hayvanlarla
karsilasildiginda yeterli koruyuculukta olmadigi belirtilmistir.

Fotal koruma etkinliginin degerlendirildigi bir caligmada (182) gebe sigirlar BVDV-1a
ve BVDV-2a viruslarini i¢eren inaktif polivalan bir asiyla bagisiklik saglanmistir. Sonucta
BVDV-1a nétralizan antikor titrelerinin geometrik ortalamalar1 1:724, BVDV-2a
notralizan antikor titrelerinin ortalamalart ise 1:351 olmasina karsin yeni enfeksiyonlara
kars1 koruyuculuklarinda yetersiz kaldigi bildirilmistir. Bu hayvanlarin gebeligin 90.
giiniinde PI 4 hayvanla (2’si BVDV-1b susuyla, 2’si BVDV-2a susuyla enfekte) bir araya
getirilmeleri sonrasinda gebeligin 150. giiniinde sezeryanla alinan fotuslarin %26.7’sinde
BVDV-1 ve %13.3’tinde BVDV-2 virusunun izole edildigi bildirilmistir. Bu ¢aligsmalar
BVDV-1a ya da BVDV-2a suslariyla elde edilen ¢apraz nétralizasyon diizeylerinin
BVDV-1b susu ile enfeksiyon gelismesinin engellenmesinde yeterli olmadigini

gostermektedir.

Deney gruplarinda BVDV-1a asilamas1 gergeklestirilmis bir calismada (193) homolog
virusa kars1 gelisen yanitla karsilastirildiginda BVDV-1b virusuna karsi daha diisiik (%43)
ndtralizasyon yaniti olustugu belirlenmistir. Ancak BVDV-1b virus epriivasyonu
sonrasinda kontrol grubu verilerine kiyasla as1 gruplarinda klinik gériiniim, viral sagilim ve
16kosit sayisinda azalmada 6nemli farkliliklarin goriilmesi ile BVDV -1a asilamasinin
BVDV-1b alt grubu tarafindan gerceklesebilecek klinik gdriiniimlere karsi koruyucu
olabilecegi ileri stirlilmiigtiir. Klinik goriiniimler kontrol gruplart ile karsilastirildiginda
istatistiki olarak anlamli bir azalig goriilse de, bu ¢alismada (193) epriivasyon oncesinde
belirlenen antikor yanitlarinin epriivasyon sonrasinda 4 katli artmas1t BVDV-1b enfeksiyon
gelisimine kars1 yeterli bir koruyuculuk saglayip saglamadigi konusunda siiphe

uyandirmaktadir.

Bu arastirmada asilama ile elde edilen notralizan antikor titre degerlerinin 1:8 ile
1:8192 arasinda dagildigi goriilmiistiir. Bu durum BVDYV izolatlar1 arasinda antijenik
farkliliklarin 6nemini desteklemektedir. Ancak geng buzagilar arasinda bagisiklik

sistemlerinin matiirasyon seviyelerinin de farkli olabilecegi ve bu farkliliklarin nétralizan
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antikor titrelerinde goriilen grup ici bireysel fakliliklar1 etkileyebilecegi degerlendirmeye
alimmalidir. Tiim gruplarda esit yas ortalamasi dikkate alindigi i¢in genel olarak gruplarda
elde edilen ortalama antikor titrelerinin degerlendirmeye alinmasi daha saglikli yorum

doguracaktir.

Geometrik ortalama degerlerine bakildiginda (Tablo-22) BVDV-1b virusuna (TR 12)
kars1 olusan antikor yanitlar1 2 nolu as1 uygulanan grupta 1:147 — 1:222.9 araliginda, 3
nolu as1 uygulanan grupta 1:55.7- 1:84.4 arasinda degistigi goriilmektedir. BVDV-2 alt
grubuna (TR 15) kars1 3 as1 ile elde edilen geometrik ortalama degerleri sirasiyla 1:128 -
1:294.1; 1:64 - 1: 84.4 ve 1:32 — 1:64 arasinda degismektedir. Daha once gerceklestirilen
bir ¢aligmada BVDV enfeksiyonlarinda gerekli koruyucu titre degeri 1:256 olarak
Onerilmistir (200). Bu deger goz 6niine alindiginda arastirmada uygulanan her ii¢ as1 ile
BVDV-2 virus susuna kars1 oldukea diisiik antikor titresi olustugu goriilmiistiir. Benzer
sekilde 2 ve 3 nolu agilar ile BVDV-1b alt grubuna kars1 koruyucu oldugu onerilen titre
degerinin (1:256) oldukga altinda degerler elde edilmistir. Bununla beraber farkl
ornekleme tarihlerinde 2 ve 3 nolu asilarla BVDV-Ir alt grubuna kars1 ve 3 nolu asinin
kullan1ldig1 deney grubunda BVDV-1d alt grubuna kars1 1:256 titre degerinden daha diisiik
yanitlar elde edildigi saptanmistir. BVDV-1r alt grubunun, as1 uygulamast
gerceklestirilmis bir isletmede gelisen BVDV salginindan izole edildigi g6z oniine
alindiginda asilarla elde edilen diisiik yanitlarin bu isletmede BVDV-1r enfeksiyonun

gelismesinin muhtemel sebebi oldugu dngoriilebilir.

BVDV-1a, -1b, -1h, -1k ve -1e arasinda belirgin serolojik farkliliklarin oldugunun
saptandig1 bir ¢calismada (43) BVDV-1a ile agilanan hayvanlarda yukarida belirtilen
BVDV-1 alt gruplarinin tamamina kars1 yiiksek (>1:392) antikor yanitinin gelistigi ancak
BVDV-2’ ye kars1 diisiik yanit (1:43) gelistigi bildirilmistir.

Fulton ve arkadaslarinin gercgeklestirdigi bir calismada (55) 3 farkli ticari as1
uygulamasiyla elde edilen bagisiklik yanitlart BVDV-1a, BVDV-1b ve BVDV-2 suslarina
kars1 karsilagtirilmistir. Kullanilan 2 aginin sadece BVDV-1a, birinin ise hem BVDV-1a
hem de BVDV-2 icerdigi belirtilmistir. Her {i¢ as1 ile elde edilen nétralizan antikor titre
degerleri karsilastirildiginda yalniz BVDV-1a igerikli agilarin BVDV-2 susuna kars1
istatistiksel olarak diisiik yanit gelistirdigi, BVDV-2 igerikli agida farkli bir BVDV-2
susuna kars1 gelisen antikor yanitlarinin geometrik ortalamasinin 1: 215.3 oldugu

saptanmistir. Bununla beraber {i¢ asinin BVDV-1a susu yanitina oranla BVDV-1b susuna
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kars1 yine diisiik yanit olusturdugu ve en yiiksek nétralizan antikor yanitlarinin homolog

suslara kars1 gelistigi bildirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda da asilamayla elde edilen antikor yanitlarinda, genotipler arasi
farkliliklarin alt gruplar arasinda goriilenlere nazaran daha yiiksek oldugu saptanmistir
(Tablo-23). Yukarida belirtilen ¢aligmalarda BVDV-1 alt gruplari ile gerceklestirilen
astlamalar sonucu BVDV-2 suslarina kars1 elde edilen belirgin antikor yanitlarinin BVDV-
la alt grubu yanitlari ile karsilastirildiginda daha diisiik olustugu gosterilmistir (43, 55).
Bu calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Olusturulan gruplarda BVDV-2 virus
susuna karsi 1. as1 kullanimi ile gelisen antikor titrelerinin 1:128 ile 1:244 arasinda, 3. as1
kullaniminda ise gelisen antikor titre degerlerinin 1:32 ile 1:64 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Ancak dikkat ¢ekici nokta 2. asinin BVDV-1a ile birlikte BVDV-2 alt
grubundan da virus icermesi ve BVDV-2’ye kars1 bu asiyla elde edilen yanitin ifade edilen
koruyucu diizeylerden ¢ok daha diisiik (1:55.7 - 1:84.4 ) olmasidir. Ikinci asinin BVDV-2
susu igermesine ragmen ¢apraz notralizasyon testlerinde BVDV-2b Tiirkiye izolatina (TR-
15) kars1 saptanan antikor yanitinin diisiik olmas1 muhtemelen as1 virusu ile testlerde
kullanilan virus susu arasindaki antijenik farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu durum
BVDV-1 alt gruplarinda oldugu gibi BVDV-2 alt gruplari arasinda da antijenik

farkliliklarin 6nemini isaret etmektedir.

Her BVDV-1 alt grubu tek basina ele alindiginda, 3 asiyla elde edilen yanitlarin farkli
dagilimlarda seyrettigi goriilmektedir. Ozellikle BVDV-1b alt grubu i¢in yukarida da
belirtildigi gibi 2. ve 3. as1 ile elde edilen yanitlar koruyucu titre degerinin (1:256) altinda
kalirken 1. as1ile 1:73.5 — 1:337.8 arasinda degisen antikor titreleri elde edilmistir. Her li¢
asinin ayn1 virus susuna (BVDV-1b, TR 12) kars1 gelistirdikleri antikor titreleri
karsilastirilirken goriilen bu farkliliklar her bir as1 icerisinde yer alan BVDV-1a virus
susunun farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir. Dolayisiyla aynt BVDV alt gruplarim
iceren asilarin farkl tilkelerde ve cografyalarda degisen diizeylerde etkili olabilecegi

degerlendirilmektedir.

Fulton ve arkadaslar1 (201) gerceklestirdikleri bir ¢aligmada biri hem BVDV-1 hem de
BVDV-2 susu digerleri sadece BVDV-1 susu igeren toplam 8 ticari asinin olusturdugu
antikor yanitlart incelenmistir. Farkli donemlerde elde edilen 6rnekler 18 BVDV susuna
kars1 virus notralizasyon testi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda asilarla elde

edilen en yiiksek antikor yanitlarinin homolog virus suslaria kars1 gelistigi, ancak bu

78



yanitlarin ayni alt grup igerisinde yer alan farkli suslara kars1 degisebildigi belirtilmistir.
Bu tez calismasinda dikkat c¢ekici diger bir nokta da homolog viruslara kars1 gelisen
yanitlar arasindaki farkliliklardir. Birinci asida elde edilen en yiiksek antikor yanitinin
homolog susa kars1 gelistigi goriiliirken, 2. ve 3. asilarda en yiiksek yanitlarin BVDV-1h
alt grubuna kars1 gelistigi belirlenmistir. Bu durum BVDV-1b yanitlarindaki farkliliklarda
oOnerilen fikirle agiklanabilecegi gibi, tez ¢alismasinin 1. deney diizeninde BVDV-1h ile

BVDV-1a alt grubu arasinda gosterilen serolojik yakinlikla da iliskilendirilebilir.

Giliniimiizde notralizan antikor yanitlarinda koruyuculuk diizeyi olarak onerilen farkli
titre degerleri mevcuttur (194, 200). Ancak gergek koruyucu diizeylerin belirlenebilmesi
icin daha fazla as1 ¢alismasinin gerceklestirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. ikinci doz
uygulanan as1 sonrasinda BVDV-1 alt grubunda yer alan viruslara karsi belirlenen titre
degerleri karsilastirildiginda her ii¢ asinin test edilen suslarin biiyiik bir kismina kars1
giintimiizde dnerilen koruyucu titre degerinden (1:256 vel:512) yiiksek yanit gelisimini

sagladig gorilmiistiir.

BVDV-1 alt gruplarina kars1 her ii¢ asi ile elde edilen antikor yanitlarinin geometrik
ortalama degerleri sirasiyla 501.9 - 835.9; 443.5 — 605.9; 272.7 - 454.6 arasinda
degismektedir. Bu verilere gore birinci as1 ile elde edilen degerlerin digerlerine nazaran

daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Kurcubic ve arkadaslariin gergeklestirdigi calismada ¢ift doz kullanilan farkl: igerikli
inaktif BVDV agilar1 karsilastirilmistir (202). Bir gruba BVDV-1a igerikli inaktif
monovalan asi1, diger gruba farkli 5 BVDV-1 susunu iceren polivalan as1 uygulanmistir.
Asilama sonunda alinan kan 6rneklerinin NADL susuna kars1 notralizasyon testi ile
incelenmesiyle monovalan as1 uygulamasiyla gelisen antikor yanitlarinin polivalan astya
oranla yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli
oldugunun vurgulanmasinin yaninda monovalan asilarla elde edilen antikor yanitinin (28.
giinde), polivalan asilarla elde edilen antikor yanitina (42. giinde) nazaran daha hizl

gelistigi bildirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda 1. as1t monovalan 2. ve 3. asilar polivalan 6zellige sahiptir.
Yukarida da ifade edildigi iizere bu tez ¢calismasinda monovalan asilamayla elde edilen
antikor yanitlarinin her iki polivalan asida gelisen yanitlara oranla daha yiiksek olmasi

Kurcubic ve arkadaslarinin (202) sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Bahsedilen
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calisma verilerinden farkli olarak bu ¢alismada elde edilen 15. giin antikor yanitlarina
bakildiginda her {i¢ as1 kullanimi ile belirgin diizeyde nétralizan antikor titre degerinin
saptandig1 goriilmiistiir. BVDV-1h alt grubuna kars1 2. doz as1 uygulamasi sonrasinda
olusan yanit disinda tiim suslara kars1 gelisen en yliksek notralizan antikor titre

degerlerinin 45. ve sonrasindaki giinlerde gelistigi goriilmiistiir (Sekil 13-22).

BVDV-1a sugunun Amerika, BVDV-1b susunun Avrupa orijinli oldugu ileri
siiriilmektedir (203). Italya, Almanya ve Portekiz’de BVDV-1b susunun yaygin oldugu
bildirilmistir (97, 113, 116, 185). Tiirkiye’de BVDV-1b alt grubunun varlig1 da 6nceki
calismalarla bildirilmistir (25, 86). Bu tez ¢aligmasinin as1 ile ilgili bolimiinde Avrupa’da
yaygin oldugu ve Tiirkiye’de varligt bilinen BVDV-1b alt grubuna ve ayrica Tiirkiye’de
varlig1 belirlenen BVDV-2 susuna karst mevcut asilar ile diisiik antikor titreleri elde
edildigi goriilmiistiir. Asilama sonrasinda 60. giine kadar BVDV-1d ve BVDV-Ir
suslarina kars1 gelisen yanitlarda da onerilen koruyucu antikor titre degerlerinden diisiik
degerlerle karsilagilabilecegi belirlenmistir. Bununla beraber Tiirkiye’de en yaygin alt
grup oldugu gosterilen BVDV-1/ alt grubuna kars1 her {i¢ as1 ile yiliksek antikor yanit elde
edilmistir. Bu veriler 15181nda s6z konusu ticari asilarin Tiirkiye’de goriilen yerel BVDV
suslarinin yer aldig1 alt gruplarin bir boliimiine kars1 yiiksek ndtralizan antikor yaniti

sagladig1 goriilmektedir.

Bir onceki boliimde agiklandigi iizere, ¢apraz nétralizasyon testleri kullanilarak
BVDV-1a ve BVDV-1b arasinda antijenik farkliliklarin oldugu bazi ¢aligmalarda
gosterilmistir (5, 49, 83, 198). Her ne kadar alt gruplar arasindaki serolojik farkliliklarin
teshis caligmalarini ve asilamayla saglanan koruyuculugu ne diizeyde etkiledikleri kesin
olarak tanimlanmasa da BVDV-1a igerikli agilarin BVDV-1b alt grubuna kars1 daha diisiik
antikor yanit1 gelisimine sebep oldugu (55) ve BVDV-1b enfeksiyonlarinin gelisimini
onlemede yeterli olmayacagini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (73, 182).

Bu caligmanin ilk deney diizeninde belirlenen antijenik farkliliklar g6z oniine alinarak
as1 ¢alismasinda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda BVDV-1a igeren 3 asidan 2’sinin
kullanimiyla BVDV-1b alt grubuna kars1 beklenenden diisiik yanit gelistigi goriilmiistiir.
Bu sonug pek ¢ok caligma ile paralellik gosterse de, en yiiksek serolojik farkliligin
saptandigt BVDV-1f alt grubuna kars1 her ii¢ as1 ile gelisen yanitlarin giiniimiizde
koruyucu titre degeri olarak onerilen antikor titrelerinden daha yiiksek olmasi dikkat ¢ekici

bir bulgudur.

80



Bir virus susuna kars1 gelismis bagisikligin heterolog BVDV susglarindan
kaynaklanacak enfeksiyonlara karsi ¢capraz koruma saglamasi énemli bir konudur. Son
yillarda yeni isimlendirilen pek cok BVDV genetik alt grubu bildirilmistir. Giintimiizde
kullanilan BVDV agilarinin yeni bildirilen bu izolatlara kars1 olusturduklar1 bagisiklig
inceleyen az sayida calisma bulunmaktadir. S6z konusu saha izolatlar1 arasindaki
varyasyonlar ve bu varyasyonlarin mevcut BVDV asilarinin koruyuculuklarin etkileyip
etkilemedigi tam olarak bilinmemektedir. Evrimsel siire¢ igerisinde viral ¢esitliligin
artmasinin BVDV kontrol programlarinin basarisini etkilemeye devam edecegi
bilinmektedir. BVDV suslarindaki farklilik hem giiniimiizde hem de gelecekte ulusal ya
da bireysel ¢iftlik bazinda kontrol programlarinin gelistirilmesinde dikkate alinmast
gereken bir unsurdur. Bu tez ¢alismasi ise Tiirkiye’de bulunan izolatlar arasindaki
serolojik ozelliklerin gosterilmesi ve bu serolojik iligkilerin kullanilan agilarin

etkinlikleriyle karsilastirilmasi yoniinden 6nem tagimaktadir.
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