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TURKCE OZET

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) llkemizde ve diinyada yaygin olarak
gorilmekle birlikte hastaliga karsi koruma ve kontrol stratejileri gelistirilmektedir.
Koruma kontrol programlarinda 6n plana ¢ikan 6nlemlerden biri de asilama olarak
gorilmektedir. Tez ¢alismasinda as1 adayir yerel BVDV suslarmin ¢ogalma
karakterizasyonlarmin, inaktivasyon kinetiginin ve farkli adjuvantlarla hazirlanan
inaktif BVDV as1 formiilasyonlarmin deney hayvanlarindaki serolojik yanitlarinin
belirlenmesi amaglandi. BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 suslarinin optimum MOI
degerleri sirasiyla 1, 0,1 ve 0,1 MOI olarak tespit edildi. Ayrica TR-21, TR-26 ve TR-
15 suslarinin ¢ogalma egrileri olusturularak virus ekimini takiben en yuksektitrelere
sirasiyla 48., 12., ve 36. saatlerde ulastig1 saptandi. Kimyasal olarak BEI maddesi
kullanilarak yapilan inaktivasyon kinetigi ¢aligmasinda TR-21, TR-26 ve TR-15
suglar1 sirastyla 16., 10., ve 10. saatte tamamen inaktive oldugu tespit edilmistir. Yag
bazli, AIOH3 bazli ve saponin adjuvantlar1 kullanilarak olusturulan formilasyonlarla
kobay ve farelere immunizasyon islemi gerceklestirildi. As1 sonrasi1 gelisen humoral
immun yanmit1 belirlemek igin in-house ELISA ve notralizasyon testi uygulanarak
verilerin birbirini teyit ettigi gosterildi. AIOH3 bazli adjuvant gruplarma nazaran yag

bazli adjuvant gruplarmin asida etkili sekilde ¢alistig1 belirlendi.

Yag bazli adjuvant gruplarinda F-3 formilasyonunun 21. ve 51. giinlerdeki antikor
titreleri yiksek olsa da 81. ve 111. gunlerde F-4 grubunun asagisinda kaldig: tespit
edilmistir. Ayni1 zamanda F-4 grubunda kullanilan adjuvantin yapisi geregi (W/o/w) as1
formulasyonu asamasinda kullaniminin daha rahat olmasi agisindan kolaylik
saglayacagi distiniilmektedir. Asilarda bulunan yerel suslarin Onemiyle beraber
homolog ve heterolog suslara kars: etkinlikleri ortaya koyulmustur. ileriki streclerde

inaktif yerel as1 Uretimi icin uygulanabilir gtincel veriler elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: BVDV, Inaktivasyon kinetigi, Inaktif asi, Immunizasyon
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INGILIiZCE OZET

Determination of inactivation kinetics in vaccine candidate local BVD virus strains

and immunization studies in experimental animals

Although bovine viral diarrhea virus (BVDV) is common in our country and in
the world, protection and control strategies are being developed against the disease.
One of the prominent measures in protection control programs is seen as vaccination.
In the thesis study, it was aimed to determine the proliferation characteristics,
inactivation Kinetics of vaccine candidate local BVDV strains and the serological
responses of inactive BVDV vaccine formulations prepared with differentadjuvants in
experimental animals. Optimum MOI values of BVDV TR-21, TR-26 and TR-15
strains were determined as 1, 0,1 and 0,1, respectively. In addition,growth curves of
TR-21, TR-26 and TR-15 strains were created and it was determined that they reached
the highest titers at 48, 12, and 36 hours, respectively, after virus cultivation. In the
inactivation Kkinetic study using BEI as a chemical, itwas determined that the TR-21,
TR-26 and TR-15 strains were completely inactivated at the 16th, 10th and 10th hours,
respectively. Guinea pigs and mice were immunized with formulations using oil-based
(ISA 50 and 206), AlOHs-based and saponin adjuvants. In-house ELISA and
neutralization test were applied to determine the humoral immune response developed
after vaccination, and it was shown that the data confirmed each other. It was
determined that oil-based adjuvant groups worked effectively in the vaccine compared

to AIOHz-based adjuvant groups.

Although the antibody titers of the F-3 formulation on the 21st and 51st days
were high in the oil-based adjuvant groups, it was found to be below the F-4 group
on the 81st and 111th days. At the same time, due to the nature of the adjuvant used
in the F-4 group (w/o/w), it is thought that it will provide convenience in terms of being
more comfortable to use in the vaccine formulation stage. The importance of local
strains in vaccines and their effectiveness against homologous and heterologousstrains
have been demonstrated. Applicable up-to-date data were obtained for the production

of inactivated local vaccines in the future.

Keywords: BVDV, Inactivation Kinetics, Inactivated vaccine, Immunization



1. GIRIS

Bovine viral diyare (BVD) basta sigirlar olmak bircok ¢ift tirnakli hayvani
etkileyen ve iilkemiz dahil olmak {izere tiim diinyada yaygin olarak goriilen viral bir
hastaliktir (Smith, 2000). BVD virusu (BVDV) ilk kez 1946 yilinda New York
sehrinde sigirlari bir virusu olarak tespit edilmistir (Olafson, 1946). Ayn1 virusun
neden oldugu daha siddetli klinik formu olan mukozal hastalik ise 1953 yilinda
tanimlanmistir (Bolin, & Ridpath, 1995). BVD virusu solunum ve sindirim sistemi
enfeksiyonlarma, fotal enfeksiyonlara, dol verimi disikligine, reprodiktif
problemlere ve sit veriminde azalmalara sebep olabilmektedir. Ayn1 zamanda virusun
immun supresif etkisi sonucunda sekonder enfeksiyonlara duyarliligin arttigi, bu
sebeple virusun sigirlarin  solunum sistemi  hastalk kompleksi (BRDC)
enfeksiyonunun olusumunda 6nemli rolii oldugu da bildirilmistir (Moerman ve ark,
1994). BVDV, Pasteurella multocida, Histophilus somni, Mannheimia haemolytica ve
Mycoplasma bovis gibi bakteriyel etkenler ve Bovine herpesvirus-1 (BoHV-1), Bovine
parainfluenzavirus-3 (BPIV-3), Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) veBovine
coronavirus (BCoV) gibi bircok viral etkenle birlikte ¢oklu enfeksiyon seklinde
seyredebilmektedir (Alkan ve ark, 2000).

Butun bu 6nemli klinik bulgular besi ve sit sigir1 isletmeciliginde ciddi dl¢tide
ckonomik kayiplara neden olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada rapor edilen ekonomik
etkinin sigir basina yilda 30-60 €‘ya kadar ulasabildigi gosterilmistir (Houe, 2003).
BVDV diinya genelinde yaygin olarak gériilmekle birlikte Tiirkiye’de de enzootik bir
hastalik olarak degerlendirilmektedir (Burgu, 1990). Hastaligin ekonomik éneminden
dolay1 bircok ulke kontrol ve eradikasyon programlari uygulamaktadir. Hastaligin
kontrol ve korumasindaki temel unsurlar; persiste enfekte hayvanlarin belirlenip
elimine edilmesi ve asilama yoluyla bagisiklik gelistirilmesidir. Ayrica duyarl
hayvanlara yayilimin engellenmesi i¢in biyogiivenlikkurallarmin uygulanmasi ve yeni
enfeksiyonlarin takip edilmesi gerekmektedir (Yesilbag, Alpay, & Tuncer, 2012).
Tiirkiye’de kullanilan BVDV asilar1 inaktif virus asilar1 olup BVDV-1a, 1b susu ve
daha az siklikla BVDV-2 icermektedir (Altug, Ozdemir, & Cantekin, 2013).



BVDV-1 ile asilanan diivelerden dogan persiste enfekte buzagilardan BVDV-
2 susunun izole edilmesi sonucunda asi suslartyla saha suslari arasinda antijenik
farklarin olabilecegi ve asmin koruma etkinligini olumsuz yonde etkileyecegi ortaya
konulmustur (Hamers ve ark., 2002). Ulkemizde yapilan bir c¢alismada siddetli
pndymoni ve hemorajik enterit bulgular1 olan asili striiden BVDV-1 izolasyonu
yapilmis olmasi (Yesilbag ve ark., 2014), hastaligin eradikasyonu igin temel unsur olan
yerel as1 ¢alismalarmin geregini ortaya koymustur. Bu sebeple hastaligin koruma ve
kontroliinii saglamadaki temel unsur olan as1 susunu segerken, iilkede epidemiyolojik
olarak baskin olan antijenik yapidaki suslarm belirlenmesi gerekmektedir. Ulkemizde
yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen izolatlarin molekiler epidemiyolojisi ortaya
konulmus ve dominant alt gruplarin BVDV-1l ve BVDV-1f oldugu tespit edilmistir
(Yesilbag, Alpay, & Becher, 2017). Alt gruplar arasinda serolojik benzerlik ve ¢apraz
reaksiyonlar dikkate alindiginda en uygun asi suslarm BVDV-1I ve -1f olabilecegi
degerlendirilmistir (Alpay, & Yesilbag, 2015).

Bu doktora tez calismasinda Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinden izole edilen

suslar kullanilarak,

e Asiadayi suslarin belirlenmesi,

e Belirlenen suslarin inaktivasyon kinetiginin ve diger 6zelliklerinin
saptanmasi,

o Asi formiilasyonlarinda kullanilan farkli adjuvantlarm
degerlendirilmesi,

e Deney hayvanlarinda immunolojik yanitlarmin serolojik olarak
belirlenmesi,

e Illerleyen siirecte gelistirilmesi miimkiin olan inaktif yerel as1 iiretimi

icin guincel verilerin elde edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Etiyoloji

2.1.1. Taksonomi

Pestiviruslar ilk zamanlarda Togaviridae ailesi i¢inde smiflandirilmigtir
(Westaway ve ark., 1985). Zamanla molekuler karakterizasyon, genom organizasyonu
ve gen ekspresyon stratejisinin Flaviviridae ailesine ¢ok daha yakin oldugunu
gosterilmis, boylece pestiviruslar Flavivirus ve Hepacivirus cinslerini de iceren
Flaviviridae ailesinde yer almaya baslamistir (Wengler ve ark., 1995). Pestiviruslar
baslangigta konak ozgiilligiine gore siniflandirilmis ancak sigirlar, koyunlar
(Carlsson, Alenius, & Sundqist, 1991), domuzlar ve diger gevis getirenler (Becher ve
ark., 1999; Vilcek, & Belak, 1996) arasinda bulastigmin gosterilmesi ve serolojik
analizler (Paton, 1995; van Rijn ve ark., 1997) neticesinde antijenik ve genetik iliskiye
dayal1 bir siniflandirma gergeklestirilmistir. Yakin zamana kadar, Pestivirus cinsinde
BVDV, CSFV, BDV ve atipik pestiviruslar (Zerbini ve ark.,2017) dahil olmak
Uzere dort tiir bulunmaktaydi. Son zamanlarda, bu tiirler i¢in konak¢idan bagimsiz
olarak Pestivirus A-K olacak sekilde isimlendirme sistematigi olusturulmustur (Tablo
1) (Smith ve ark., 2017).

Tablo 1: Pestivirus cinsinin Uyeleri ve konakgilar1 (Smith ve ark., 2017)

Tur Bilinen Ismi Konakg1
Pestivirus A Bovine viral diarrhea virus 1 Sigir, diger ruminantlar ve domuz
Pestivirus B Bovine viral diarrhea virus 2 Sigir, diger ruminantlar ve domuz
Pestivirus C Classical swine fever virus Domuz
Pestivirus D Border disease virus Koyun, diger ruminantlar ve domuz
Pestivirus E Pronghorn Pestivirus Antilop
Pestivirus F Bungowannah virus Domuz
Pestivirus G Giraffe Pestivirus Zurafa, sigir
Pestivirus H Hobi-Like Pestivirus Sigir, manda
Pestivirus | Aydin-Like Pestivirus Koyun, keci
Pestivirus J Rat Pestivirus Rat
Pestivirus K Atypical porcine Pestivirus Domuz




Daha 6nce tanimlanan tiirler arasinda bovine viral diarrhea virus-1 (BVDV-1,
Pestivirus A), BVDV-2 (Pestivirus B), Avrupa domuz vebasi virusu (CSFV, Pestivirus
C) ve koyunlarn sinir hastaligi virusu (BDV, Pestivirus D) yer almaktaydi. EK olarak,
7 ayn tur daha Pestivirus E-K olarak belirlenmistir. S6z konusu turler Pestivirus E
(pronghorn antilop pestivirusu), Pestivirus F (Bungowannah-domuz pestivirus),
Pestivirus G (Giraffe-zurafa pestivirus), Pestivirus H (Hobi-like pestivirus, atipik
ruminant pestivirus, BVDV-3), Pestivirus | (Aydin-like pestivirus, koyun pestivirus),
Pestivirus J (rat pestivirus) ve Pestivirus K (atipik domuz pestivirus) olarak

siralanmaktadir.

2.1.2. Fizikokimyasal, Biyolojik ve Genomik Ozellikleri

Etken RNA genomuna sahip olup pozitif anlamli, 12.3 kb ve linear tek
iplik¢ikli yapidadir. Virion zarfli olup 40-60 nm buyiklikte ve ikozahedral
simetrilidir (Al-Kubati, Hussen, Kandeel, Al-Mubarak, & Hemida, 2021) (Sekil 1).
Virus lipid ¢oziculer ve tripsin ile inaktive olup pH 5,7-9,3 arasinda stabildir (Hafez,
& Liess, 1972). Dondurulmus olarak uzun yillar saklanabilmekle beraber sigir ve
koyun kokenli primer, diploid ve devamli hiicre hatlarinda iiretilebilmektedir (Liang
ve ark, 2003). Virusun genomunda 5’ ve 3’ uclarinda bilgi kodlanmayan bolgelerle
(UTR) siirlanmis tek ve uzun bir ORF (agik okunabilir bélge) bulunmaktadir.
Olusan tek bir uzun poliprotein yapinin ayrilmasi sonucu yapisal ve yapisal olmayan
proteinler agiga ¢ikar. Genom organizasyonu swrasiyla NH2-5’UTR-
Npro/C/Erns/E1/E2/p7/INS2/NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B-3"UTR-COOH
seklindedir (Neill, 2013) (Sekil 2). BVDV, translasyon sonrasi dort yapisal proteine
(C, E™, El ve E2) ve 8 yapisal olmayan proteine (NP, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, NS5B) béltinecek olan tek bir poliproteini kodlar.
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Sekil 1: BVDV virusunun morfolojisi ve yapisi. Dort yapisal protein (Protein C, Erns, E1 ve E2)
genomu (kirmizi) cevreler. Dista viral proteinler, virus girisi igin gerekli olan 6nemli E1-E2
heterodimerlerini icerir (Al-Kubati ve ark, 2021).

Yapisal proteinler, li¢ zarf proteini (E™, E1 ve E2) ve bir kapsid proteini
(nukleokapsid protein C) olarak siniflandirilir (Tautz, Tews, & Meyers, 2015). Yapisal
proteinler arasinda C en ¢ok bulunan proteindir. Bunu Erns proteini takip ederken, E1
ve E2 sinirli olarak bulunur. Bununla birlikte, virion ylzeyinde E2 encok bulunan
yluzey proteinidir (Rimenapf, Unger, Strauss, & Thiel, 1993). BVDV'ye kars1 olusan
immun yanitin1 agirhkli olarak E2 proteini uyarmaktadir. Ayrica E™, E1, NS3
proteinleri de immunojenik karakterde olup nétralizan antikorlarin gelisiminde rol
oynar (Donis, 1995). BVDV'nin yiizeyi esas olarak E2—-E2homodimerlerinden ve E1-
E2 heterodimerlerinden olusur (Weiland ve ark., 1990) (Sekil 1). S6z konusu
heterodimerler, konakg¢1 hicrelerle virus fuzyonu icin en 6nemli proteinlerdir. E2
glikoproteininin (55 kDa) ana islevi, E1 ile bahsedilenheterodimerizasyonun yaninda
homodimerleri olusturarak konak hiicreye tutunmasidir (Wang, Nie, Wang, Ding, &
Deng, 2004).
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Sekil 2: BVD virusunun genom organizasyonu. BVDV genomu, tek bir RNA dizisinden (alt panel)
olusur. Viral genom bir poliproteini (iist panel) kodlar. Sekiz yapisal olmayan protein (NP, p7, NS2,
NS3, NS4a, NS4b ve NS5b) ve dort yapisal protein (C, E™, E1 ve E2) poliprotein (orta ve alt
paneller) tarafindan kodlanir. Yapisal olmayan proteinler viral proteazlar, helikaz, nukleosit- trifosfataz
(NTPaz) ve RNA bagimli RNA polimerazi (RdRP) kodlamaktadir (Al-Kubati ve ark, 2021).

Enfekte hiicrelerde Uretilen E™ proteininin ¢ogunlugu hiicre kiiltiirli ortamina
salinir. Ayn1 zamanda endoriboniikleaz gorevi géren E™, birka¢ N-asetil glukozamin
molekill tasiyan glikozile olmus bir protein olup hiicre icindeki ssRNA'yi
parcalayarak direncli Patojen ile iliskili Molekiler Patern (Pathogen Associated
Molecular Pattern, PAMP) sistemini bozar. Interferon iiretimini engelleyerek persiste
enfeksiyon igin uygun ortam olusturur (Ziircher, Sauter, & Schweizer, 2014). NP
kendi C terminalini Ureten yapisal olmayan viral otoproteaz olup Interferon
Regulasyon Faktori-3 (IRF-3) aktivitesini engelleyerek tip | interferonu baskilar
(Darweesh, Rajput, Braun, Rohila, & Chase, 2018). P7 proteini virusun enfektif virus
partikiilii olusumunda etkiliyken, NS2-3, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B
bdlgelerinden kodlanan sistein oto-proteaz, serin proteaz, RNA helikaz, NTPaz,
replikaz ve RARP gibi enzimler virus ¢ogalma siirecinde rol oynarlar (Tautz ve ark,
2015). Ayrica NS2-3 ve NS4A virion morfogenezine katkida bulunmaktadir (Isken ve
ark., 2019).

BVDV'nin 5'-UTR'si, tek bir poliproteinin translasyonunu baslatma islevigéren
Internal Ribozomal Giris Bolgesi (IRES) icerir. IRES, oldukca degisken iki bolge
iceren 3 sarmaldan olusur (Burks, Zwieb, Miiller, Wower, & Wower, 2011). 3’
-UTR konakg1 hiicre mikroRNA's1 i¢in baglanma bdlgelerine sahiptir (Scheel ve ark.,

2016). Pestiviruslarm genotiplendirilmesinde genellikle ti¢ bolge hedeflenir; bunlar,



tirler aras1 korunmus motifleri igeren 5'UTR, Pestiviruslara 6zgii bir bolge olan NP™
bolgesi ve E2 proteinidir (Bauermann, Ridpath, Weiblen, & Flores, 2013). 5’UTR ve

NP bdlgesi genotiplendirme igin siklikla kullanilmaktadir.

Sahadan elde edilen BVDV izolatlari, virusun p80 (NS3) / p125 (NS2-3)
genindeki nokta mutasyonlarina, genom duplikasyonlarina ve heterolog RNA
rekombinasyonuna bagli olarak sitopatojen (cp) veya sitopatojen olmayan biyotipler
(ncp) olarak ikiye ayrilmistir (Greiser-Wilke, Dittmar, Liess, & Moennig, 1992). cp
BVDV suslariin ncp BVDV ile persiste enfekte sigirlarda RNA rekombinasyonu ile
evrimlestigi disiiniilmektedir (Balint ve ark., 2005). Hdcrelerin cp suslarla
enfeksiyonundan sonra NS3 ve NS2-3 proteini birlikte eksprese edilirken, ncp suslarda
NS3 eksprese edilmemektedir (Nakamura ve ark., 1997). Tanimlanan bu iki biyotip
hiicre kiiltliriinde farkli etkilere sahiptir. Sitopatojen biyotipler hiicrelerde
yuvarlaklagsmaya, vakuolizasyona, lizise ve Oliime sebep olurken, ncp biyotiplerde
hiicre biitiinligi korunmaktadir (Greiser-Wilke ve ark., 1992). Hem BVDV-1 hem de
BVDV-2 genotipine ait suslarda sitopatojenik ve sitopatojenik olmayan biyotip suslar
bulunmaktadir. Sahadan izole edilen BVDV suslarinin biiyiik bir kismini ncp
biyotipler olusturur. Sitopatojen olmayan BVDV susuyla enfekte olan persiste enfekte
hayvanlarin digardan aldig1 cp suslarla siiper enfeksiyonu ya da ncp susunun
mutasyonuyla ortaya ¢ikan cp susla stper enfeksiyonu sonucunda 6limcul mukoza
hastaligi (Mucosal disease, MD) meydana gelmektedir (Ridpath, 2005).

2.1.3. Genotipler, Genetik Cesitlilik ve Subgenotiplerin Serolojik Tliskisi

BVDV genetik ve antijenik olarak ayrilmis BVDV-1 ve BVDV-2 olmakiizere
2 genotipe sahiptir. Ancak son yillarda tanimlanan “HoBi-like” veya “atipik
pestivirus” BVDV'nin Uglinct genotipi olarak kabul edilip BVDV-3 seklinde
adlandirilmigtir (Riitho, Strong, Larska, Graham, & Steinbach, 2020). BVD virus
suslar1 heterojen olup genetik ve antijenik degisiklikler gdzlenir. Bunun baslica
sebeplerinden biri RNA viruslarinda viral RNA’ya bagimli RNA polimerazin
proofreading mekanizmast olmadigi igin genomda yiksek siklikla mutasyonlarn
meydana gelmesidir (Steinhauer, Domingo, & Holland, 1992). Bu sayede virus yeni
konakgilara ve ortamlara hizli bir sekilde adapte olmaktadir (Domingo, Sheldon, &
Perales, 2012). BVDV alt genotiplerinin giderek artmasi, genetik drift olarak da bilinen
nokta mutasyonlarinin bir sonucu olarak gosterili. Homolog ve heterolog

rekombinasyonlarda genomda degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler
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5°UTR ve E1-E2 gen bolgeleri igin sirastyla 5,9 x 107* ve 1,26 x 107 niikleotid
substitiisyonu/yer/y1l araligindadir (Chernick, Godson, & van der Meer, 2014). Analiz
edilen genler i¢inde oldukg¢a degisken ve korunmus bdlgeler bulunmaktadir. Viral
genomdaki yapisal proteinleri kodlayan genlerin, yapisal olmayan proteinleri kodlayan
genlerden daha degisken oldugu gosterilmistir (Chernick ve ark., 2018). Pestiviruslar
arasindaki serolojik ve genomik farkliliklar, viral baglanmaya aracilik eden ve
notralizan antikorlarin selektif baskisi altinda olan E2 glikoproteininde en yuksektir.
Pestivirus A’ya ait E2 aminoasit dizinleri arasindaki benzerlik oran1 %68-

78 ve Pestivirus A ile B arasindaki benzerlik %61-66 iken, Pestivirus A ve H arasinda
sadece %57-63'tur (Riitho ve ark., 2020). Buna gore, pestiviruslar arasindaT hicresi
capraz reaksiyonunun olmamasmin ve smirh ¢apraz nétralizasyon yeteneginin E2
proteinleri arasindaki farkliliklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Yapisal olmayan
proteinleri kodlayan genlerdeki degisken bolgelerin BVDVsuslarinin virulansindaki

farkliliklarda etkili olup olmadigina dair galismalar devam etmektedir.

Homolog olmayan RNA rekombinasyonu gesitli sitopatojen virus
varyantlarmin ortaya ¢ikmasina neden olurken, homolog rekombinasyonlar BVDV-1
ve -2 dahil olmak Uzere Pestivirus cinsinde dogal olarak meydana gelmektedir (Weber
ve ark., 2015). Bu durum BVDV'nin genetik ¢esitliligine katki saglamaktadir.
Rekombinant pestiviruslarin varligi, virus izolatlarinin filogenetik analizi ve
smiflandirilmast i¢in zorluk teskil etmektedir. Bu nedenle pestivirus izolatlarmnin
genotiplendirilmesinin tek bir genomik fragmanin analizine dayanmamasi Onerilir
(Weber ve ark., 2015). BVDV suslarinin genotiplerdirme ve smiflandirilmasi
genellikle 5’UTR, Npro ve E2 bdlgesinden genomik sekanslarin karsilastirilmasma
dayanilarak yapilmaktadir (Yesilbag ve ark., 2017). Son yillarda yapilan bir caligmada
tam genom ve gen/UTR'ler arasindaki karsilastirmali filogenetik analizleri ve bunlarin
arasindaki jeodezik mesafesine dayanarak BVDV-1 ve -2 alt tiplendirmesi icin en
uygun bdlgenin NS4B ve NS5A oldugu One siiriilmiistiir (de Oliveira, Janior, Weiblen,
& Flores, 2021). BVDV-1 ve BVDV-2, taksonomik ve epidemiyolojik caligmalarda
siklikla kullanilan 5’UTR bolgesine gore



ayrilmis olup, yapilan filogenetik analizler sonucunda BVDV-1 genotipinde 22 (1la-
1v) ve BVDV-2 genotipinde 4 (2a-2d) alt grup oldugu tespit edilmistir (Tian ve ark.,
2021). Diinya capinda baskin genotip BVDV-1 olmakla birlikte, BVDV-1b en sik
bildirilen alt genotip olup bunu BVDV-1a ve BVDV-Ic takip etmektedir. Tiirkiye’de
ise izole edilen BVDV-1 alt genotipleri -1f ve 1I’de yogunlasmis olup, daha az
oranlarda -1a, -1b, - 1d, -1h, -1i, -1r ve -1c gortlmektedir. Genel olarak diinyada ve
ulkemizde daha az siklikla gorulen BVDV-2 genotipinde baskin alt genotipin BVDV-
2a oldugu gosterilmistir (Yesilbag ve ark., 2017). Ulkemizde son yillarda yapilan
calismalarda BVDV-3 genotipininde izole edildigi bildirilmistir (Timurkan,& Aydin,
2019).

Tablo 2: BVDV-1 alt gruplarina karsi hiperimmunize antiserumlarin virus notralizasyon titreleri
(Alpay, & Yesilbag, 2015)

Antiserumlar

Viruslar BVDV-la BVDV-1b BVDV-1d BVDV-1f BVDV-1h  BVDV-1l
BVDV-la 1:1280 1:640 1:320 1:20 1:640 1:1280
BVDV-1b 1:1280 1:2560 1:1280 1:20 1:2560 1:640
BVDV-1d 1:1280 1:80 1:1280 1:1280 1:1280 1:640
BVDV-1f 1:20 1:20 1:40 1:1280 1:320 1:1280
BVDV-1h 1:320 1:1280 1:160 1:640 1:5120 1:1280
BVDV-1l 1:80 1:160 1:320 1:320 1:1280 1:1280

Genetik farkliliklar genellikle BVDV tirleri ve alt gruplar1 arasindaki antijenik
iliskilerle paralellik gosterir. BVDV suslar1 arasindaki antijenik varyasyonlar,
monoklonal antikor analizi ile tanimlanabilmesine ragmen, capraz nétralizasyon
deneyleri, alt gruplar arasindaki serolojik iliskileri tanimlamak ic¢in degerli sonuclar
ortaya koymaktadir. BVDV enfeksiyonlarina karsi belirgin bir koruma icin gereken
nétralizan antikor titresi >1:512 olarak, klinik semptomlarin 6nlenmesi icin ise 1:256
notralizasyon titresinin kritik oldugunu 6ne siiren galigmalar mevcuttur (Bolin, &
Ridpath, 1995). Buzagilarda yapilan bir ¢alismada homolog alt genotiplerine karsi
yiiksek titrelerde ¢apraz nétralizan antikorm (1:256 ila 1:1024) gelistigi, ancak
heterolog alt genotiplere kars1 diisiik seviyelerde (1:4 ila 1:128)capraz nétralizan
antikor titreleri gdsterilmistir (Fulton ve ark., 1997). BVDV-1 ve BVDV-2 suslari

arasinda zayif as1 korumasina yol a¢abilecek antijenik varyasyonlar



ve yliksek diizeyde serolojik farkliliklar ortaya koyulmustur (Alpay, & Yesilbag, 2015;
Becher ve ark., 2003). Yapilan ¢alismalarda BVDV-1a antiserumu, dinya c¢apinda
yaygm oOlarak bulunan BVDV-1a, -1b ve -1d’ye karsi yiksek diizeyde notralizan
antikor titresi gosterirken, BVDV-1f ve BVDV-1l'ye (sirastyla 1:20 ve 1:80) karsi
onerilen koruyucu titrelerden oldukga diisiik oldugu bildirilmistir (Alpay, & Yesilbag,
2015) (Tablo 2). Bu durum BVDV suslar1 arasindaki epitop farkliliginin varligina
isaret etmektedir. Serolojik iliskilerin ve c¢apraz noétralizasyon seviyelerinin
gosterilmesi, hastalik kontrol ve 6nleme politikalar1 i¢in olduk¢a onemlidir. Farkli
ulkelerde hali hazirda uygulanan BVDV kontrol ve eradikasyon programlari
bulunmaktadir. Bu programlardan bir¢ogu asilama stratejilerini de kapsadigindan, asi
susu ve yukarida bahsedilen saha suslar1 arasindaki serolojik farkliliklar dikkate

alinmalidir.

2.2. Epidemiyoloji

BVDV, sigirlar basta olmak tzere koyun, keci, geyik, bizon, vahsi ruminantlar,
devegiller ve domuz gibi diger evcil hayvan tirlerini de enfekte etmektedir (Evans ve
ark., 2019) (Tablo 1). Diinyada yaygin olmakla beraber Tiirkiye’de 1980°1i yillardan
itibaren virusun varhg: tespit edilmeye baslanmistir (Burgu ve ark., 1990).
Ulkemizdeki seroprevalans dagilimlarmm  %24,8-96,04 arasmnda  degistigi
gosterilmistir (Alkan ve ark., 2000; Alpay, Tuncer, & Yesilbag, 2014; Ozan, Turan,
Albayrak, & Cavunt, 2012). Tiirkiye’deki st sigir1 isletmelerinde persiste enfeksiyon
oranlarmin %0,07-0,5 arasinda oldugu saptanmistir (Burgu ve ark, 2003; Yilmaz,
Altan, Ridpath, & Turan, 2012). Hastalik epidemiyolojisi agisindan 6nemli olan
persiste enfeksiyon sadece non-sitopatojenBVDV suslari tarafindan olusturulmaktadir
(Grooms, 2004).

BVDV'nin bir siride devamliligi ve yayilmasi, horizontal veya vertikal
bulagma yoluyla saglanir. Horizontal bulagsma nazal-oral yol veya genital yolla direkt
temas ile olurken; virus sagilimi viicut salgilari, atik materyali, kontamine asilar ve
biyolojik maddeler ile gergeklesir. Persiste enfekte (PE) hayvanlar, yasamlari boyunca
neredeyse tliim viicut sekret ve ekstretleriyle yiiksek miktarda virus sagtiklarii¢in sigir
pestiviruslarin ana rezervuari olarak kabul edilmektedir (Van Campen, & Frolich,
2001). Duyarli sigirlarin enfeksiyonunun, PE hayvanla 1 saat slreyle temas ettikten
sonra gelisebildigi rapor edilmistir (Travén, Alenius, Fossum, & Larsson, 1991). PE

hayvanlar disinda akut enfekte sigirlarin da kisa bir sire igin
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duyarli hayvanlara virusu bulastirdig1 ve PE hayvanlarin yoklugunda bir siirii i¢in
enfeksiyonu siirdiirmede yeterli oldugu diistiniilmektedir (Van Campen, & Frolich,
2001). Akut enfekte hayvanlarin bulastirict oldugu siire hayvanin sagliina, stres
diizeyine, yasina ve diger patojenlerin varligina bagl olarak degismektedir (Fulton
ve ark., 2000). Maternal antikorlarin varliginin, PE buzagilarda dogumdan itibaren ilk
birkac ay sureyle viral sagilim oranlarmni gegici olarak azaltabilecegi diisiiniilmektedir
(Meyling, Houe, & Jensen, 1990). Ayrica maternal antikorlarin varligindan
kaynaklanan “kolostral tan1 boslugu” nedeniyle gen¢ PE hayvanlarinbelirlenmesinde
yanlis negatif sonug alinabilmektedir (Fux, & Wolf, 2012). PE buzagilari tasiyan gebe
diveler genellikle “Truva diiveleri” olarak anilir ve bu bireylerin teshisi zordur.
Siiriiler arasinda enfeksiyonu yaymasiyla alakali yapilan bir ¢calismada, etkili kontrol
onlemlerinin yoklugunda PE dogumlarin yaklagsik %10'unun Truva dlvelerinden
kaynaklanabilecegi gosterilmistir (Reardon ve ark., 2018). Sigir pestiviruslarinin
siruler arasinda yayilmasimi saglayan durumlar arasinda hayvanticareti, ortak otlatma,
farkli kaynaklardan hayvanlarin gruplandirilmasi, evcil ve yabani tlrler arasindaki
temas ve siriiler arasi temas olasihigmni artran diger sigir yonetim stratejileri
bulunmaktadir. Sigir pestiviruslarmin kontamine althiklar, fomitler, ekipman,
makineler ve veteriner hekimler de dahil olmak Uzere personel aracihigiyla enfekte
hayvanlarla indirek temasla bulasabilecegi gosterilmistir. Ayrica virusun semen, asilar
veya FDS gibi kontamine biyolojik triinlerin kullannmi ve sigir dis1 rezervuar
konakgilar nedeniyle yayildigi1 da gésterilmistir (Gunn, 1993). BVD yonunden pozitif
ciftlikleri ziyaret ettikten sonra personel, ara¢ ve ekipmanm kontaminasyon oranlari
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu viruslarin konak disinda kisa
bir siire i¢in bile enfektif kalmasi, fomitlerin daha fazla dikkat gerektiren potansiyel
bir bulagma kaynagi oldugunu diisiindiirmektedir. Sinekler ve diger kan emen bocekler
gibi vektorlerin BVD virusunun bulastirilmasinda rol oynadigini gosteren siirh
diizeyde kanit vardir (Chamorro ve ark., 2011). Sigir pestiviruslarinin sicaklik
degerlerine gore degisiklikle beraber ¢evresel sartlarda 3 giinden 3 haftaya kadar aktif
kalabilecegi 6ne siiriillmektedir (Botner, & Belsham, 2012).

11



2.3. Patogenez

BVD virusu hiicreye giris sirasinda sigir CD46 molekiiliinii reseptor olarak
kullanir. Hiicre ylizeyine tutunmak igin E™ proteini heparan siilfatla etkilesime girer.
Daha sonra E2 proteini klatrin aracili endositoz ile hiicresel reseptor olan sigir CD46
molekiiliine baglanarak konakg1 hiicreye giris yapar ve endozomal asitlesmeyle fizyon
meydana gelir (Krey ve ark., 2006). Fakat yapilan baz1 ¢alismalarda, NADL- BVDV
susunun CDA46'dan bagimsiz bir mekanizma yoluyla enfekte hucrelerden duyarl
hlcrelere yayilabildigi gosterilmistir. Ayrica CD46 reseptoriine E2 proteininin
baglanmasi i¢in diger hiicresel proteinlerin de gerekli oldugu tespit edilmistir (Riedel
ve ark., 2020). Bununla birlikte viral zarfta bulunan kolesterol ve sfingomyelin BVDV
girisi icin 6nem arz etmektedir (Callens ve ark., 2016). Sigirlarin BVDV
enfeksiyonlarma duyarliligi esas olarak sigirlarm hiicresel kromozom 2 (BTA2) ve
26 (BTA26) uzerindeki bazi lokuslarla iliskilendirilmistir.Bu bdlgelerin PE-BVDV
enfeksiyonlarma karsi hayvanlar1 duyarli hale getirdigidiisiiniilmektedir (Al-Kubati ve
ark, 2021). Duyarli hayvanlarda BVDV enfeksiyonunun sonuglari, esas olarak
hayvanlarin gebelik durumu, yasi, fizyolojik durumu, virus susunun viriilensine ve

biyotipine bagli olarak degismektedir.

2.3.1. Prenatal Donemde BVDV Enfeksiyonu

Gebe sigirlarin BVDV enfeksiyonlarinda erken embriyonik o6lim, fotus
iizerinde teratojenik etkiler ve PE hayvanlarin gelisimi gibi ¢esitli klinik tablolar
gorulir. Hayvanin gebelik suresinde gergeklesen intrauterin enfeksiyon gebelik
dénemine ve viral biyotipe bagl olarak farkli sonu¢lanmaktadir (Oguejiofor, Thomas,
Cheng, & Wathes, 2019). Gebe hayvanlarin akut enfeksiyonu sonucunda virus
transplasental yolla plasentay1 gecerek fotusu enfekte eder. BVD virusunun her Ug¢
genotipinde (BVDV-1, BVDV-2 ve BVDV-3) bulunan cp ve ncp virus suslari
plasentay1 gecebilmektedir (Arenhart, Bauermann, Vogel, Weiblen, & Flores, 2010).
Bununla birlikte immunotolere PE hayvanlarin dogumundan sorumlu virus suslari
sadece ncp BVDV suslar1 olup, cp suslar ise siklikla fotal hasara yol agar (Vanroose,
Nauwynck, Soom, Vanopdenbosch, & Kruif, 1998). Gebeligin erken donemlerinde
(45. giinden 6nce) gerceklesen enfeksiyonlar embriyonik dliimlerle ve rezorbsiyonla
sonuglanmaktadir (Oguejiofor ve ark., 2019). Gebeligin 45. glninden sonra

gerceklesen fotal enfeksiyonlar abort, 61t dogum, teratojenik etkiler, PE ya da
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seropozitif normal gorinimli buzagi dogumuyla sonuglanir. Gebeligin birinci
trimesterinde (0-90. glinler) fotusun immun yanit olusturma yetenegi hentiz tamolarak
gelismedigi igin virusun antijen olarak algilanmadigi durumlar gelisebilmektedir.
Bdyle bir durumda fétusun immunokompetansi gelistiginde (90-

120. gunler) virusu kendi yapis1 gibi tanimlay1p virusa kars1 immun yanitgelismemekte
ve immunotolerans olusmaktadir. Immunotolere persiste hayvanlarm dogumu s6z
konusu mekanizmayla meydana gelmektedir. Bu hayvanlarm immunosupresyondan
dolay1 yasamlarmin ilk donemlerinde sekonder enfeksiyonlara yatkin oldugu goriiliir

(Grooms, 2004).

Gebeligin ikinci trimesterinde (90-180. gunler) gelisen fotal enfeksiyonlar
kongenital anomalilerin sekillenmesine neden olabilmektedir. Organogenezin
tamamlanmasidan 6nce gergeklesen siirecte BVDV teratojenik etkilere sebep olur.
Fotusta beyin, timus, kaslar, kemik ve akciger gibi organlar etkilenir (Ridpath, 2005).
Virus merkezi sinir sistemi vasitasiyla beyin ve beyincige gecerek bu dokularda replike
olur. Serebellar hipoplazi, mikroensefali, st damakta yariklik, retinal displazi,
retinada pigment kaybi, retinal atrofi ve ekstremitelerdeki gelisme anomalileri en sik
karsilasilan bulgulardir. S6z konusu bulgular ayn1 zamanda Artrogriposa-
hidranensefali (A&H sendromu) olarak adlandmrilmaktadir. Gebeligin Uglnci
trimesterinde ise fotusun immun yanit mekanizmasi gelismis oldugu igin meydana
gelen enfeksiyonu atlatabilmektedir (Blanchard, Ridpath, Walker, & Hietala, 2010).
Dogan buzagilar BVDV yoniinden (-), BVDYV antikorlar1 yoniinden (+) tespit edilebilir
(Yesilbag, 2021).

2.3.2. Postnatal Dénemde BVDV Enfeksiyonu

Postnatal donemde BVD virusunun organizmaya girisi genellikle damlacik
yoluyla veya genital kanal yoluyla gergeklesir. Virus nazal veya orofarengeal mukozal
epitelde ve iligkili lenfoid dokularda g¢ogalir. Ardindan viremi sathasiyla virus akciger,
karaciger, dalak, pankreas, bobrek, ovaryum ve testis gibi farkli dokulara yayilarak
sistemik enfeksiyonlara neden olur (Marshall, Moxley, & Kelling,1996). Enfeksiytz
virus, enfeksiyondan 4-15 giin sonra kandan veya nazalakntilardan izole edilebilir.
Bununla birlikte, virus fagositler araciligiyla da periferal lenfoid dokulara
gecebilmektedir. Enfekte hayvanlarda B ve T lenfosit sayilar1 azalarak immun
supresyona neden olur ve bu hayvanlar sekonder enfeksiyonlara karsi predispoze hale

gelir. Spesifik notralizan antikorlar, enfeksiyondan 10-14 giin sonra diisiik bir seviyede
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ortaya ¢ikar, ancak titreleri 8-10 hafta boyunca virusun immun supresif etkisinden

dolay1 yavas yavas artmaya devam eder (Strong ve ark., 2015).

Enfeksiyonu olusturan virus susunun virtilensinin diisiik ya da yiiksek olmasi
virus sagilimini, afinite gosterdigi dokulari, virusun dokulardan eliminasyonunu,
lenfosit sayisindaki azalma oranini ve enfeksiyonun seyrini etkilemektedir. BVDV-2
genotipinde yiiksek virulense sahip bazi ncp suslar kemik iligi enfeksiyonuna yol
acarak trombosit yikimlanmasina neden olur. Trombosit sayisinin azalmasina bagh
olarak kanamalarla ve yiiksek mortaliteyle iliskili BVD’nin farkli bir klinik tablosu

olan hemorajik-trombositopenik formu meydana gelir (Kelling, 2004).

Ncp BVDV ile persiste enfekte olan buzagilarin cp virus susu ile siiper- enfekte
olmasiyla gelisen patojenik mekanizmalar sonucunda Mukozal hastalik formu
(Mukoza hastaligi, MD) gelismektedir. Hastaligin gelismesindeki 6nemli nokta stiper-
enfekte edici cp BVDV'nin, antijenik olarak benzer veya ncp sus ile yakindan iliskili
olmasidir. Hayvanlar stiper-enfeksiyona sebep olan cp virusu horizontal yolla disardan
alabilirler. Ancak daha yiksek olasilikla persiste enfeksiyona sebep olan ncp
virusunun mutasyon sonucunda cp virusa doniismesiyle ortaya ¢ikar. Deneysel
kosullar altinda, MD 2 ile 3 haftalik kisa bir inkiibasyon slresinden sonra meydana
gelir (erken baglangicli MD) ve hiicresel immun yanit gelismeden kisa siirede 6liim
gerceklesir (Fritzemeier, Haas, Liebler, Moennig, & Greiser-Wilke, 1997). S6z konusu
cp BVDV susu, bagirsakla iliskili lenfoid dokular ve Peyer plaklarina 6zel bir tropizme
sahiptir (Ohmann, 1988). Peyer plaklarindaki lenfoid dokunun yikimlanmasi ve cp
BVDV'nin dogrudan etkisine bagh olarak bagirsak mukozasinda lezyonlar gelisir
(Liebler, Waschbisch, Pohlenz, Moennig, & Liess, 1991). Siiperenfekte edici cp
BVDV susu, ncp BVDV susundan antijenik olarak farkli oldugunda, persiste ncp ve
sliper-enfekte eden cp virusu arasinda rekombinasyon olayini igeren farkli bir
patojenik mekanizma gelisir. Bu durumda, inkibasyon periyodu birka¢ aya kadar
uzayabilir (late onset, ge¢ baslangicli MD) ve siiperenfekte edici cp BVDV'ye karsi
yiksek titrelerde notralizan antikor dretilir. Virusun immunosupresif etkisinden dolay1

enfekte hiicrelerde elimine edilemeyen cp
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viruslar, persiste ncp viruslar ile rekombinasyona ugrayarak antijenik olarak birbirine
yakin yeni alt gruplar ortaya ¢ikabilir. Bu alt gruplar, MD'yi yayabilir ve indikleyebilir
(Fricke, Gunn, & Meyers, 2001). Ge¢ baslangichh MD'ye 6zgi lezyonlar sadece cp
BVDV'nin dogrudan cp etkisinin sonucu degil, ayn1 zamanda virusa 6zgu immun
komplekslerin lenfosit goglni ve diger immunolojik reaksiyonlar: indiiklemesiyle

ortaya ¢ikar (Sentsui, Nishimori, Kirisawa, & Morooka,2001).

2.4. Klinik Bulgular

BVD olgulari, subklinik enfeksiyonlardan mukozal hastalik olarak bilinen oldukca
olimcul enfeksiyona kadar uzanan genis bir klinik form yelpazesi ile sonuglanabilir.
BVDV enfeksiyonunda klinik bulgular, bircok faktore bagl olarak degisir. BVDV
enfeksiyonunun klinik sonucunu etkileyen konakg1 faktorleri arasindaBVDV'ye karsi
bagisiklik veya immun toleransi, gebelik durumu, foétusun yasi, bagisiklik durumu ve
cevresel stres diizeyi yer alir. Izolatlar arasindaki viriilens ve sitopatojenite farkliliklar

kadar genetik ¢esitlilik de enfeksiyonun sonucunu etkiler (Fulton ve ark., 2003).

2.4.1. immunokompetan ve Gebe Olmayan Sigirlarda Akut BVDVEnfeksiyonlar

BVDV'ye karsi seronegatif ve immun sistemi gelismis sigirlarda, BVDV
enfeksiyonlarmin ¢ogunlugu (%70-90) subkliniktir. Bu enfeksiyonlarn muhtemel
kaynagi persiste enfekte sigirlardir. Subklinik enfeksiyonlu sigirlarda 16kopeni ve hafif
atesin yanisira siit tiretiminde diistis gézlemlenir (Moerman Ve ark., 1994). BVDV'ye
Ozgli antikor yanit1 gelisir. Akut enfeksiyon formu yiiksek morbidite ve diisiik
mortaliteyle karakterize olup cp veya ncp virus suslar1 tarafindan meydana
gelmektedir. Inkiibasyon siiresi yaklasik 5-12 giin arasmda olup bunu gegici bir ates
(40° C) ve I6kopeni izler. Viremi enfeksiyondan 4-5 giin sonra ortaya ¢ikar ve 15 giine
kadar devam edebilir (Brownlie, Clarke, Howard, & Pocock, 1987). Klinik semptomlar
arasinda depresyon, anoreksi, okulonazal akinti, bazen erozyonlar ve Ulserasyonlar ile
karakterize oral lezyonlar, ishal ve st veriminde azalma bulunur. Akut enfekte

hayvanlarda PE hayvanlara nazaran daha diisiik virus sagilimi bulunmaktadir.
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BVDV akut enfeksiyonunun diger bir formu ilk olarak Kuzey Amerika'da
bildirilen (Rebhun ve ark., 1989) ve diger iilkere yayilan akut ncp BVDV-2 ile iliskili
hemorajik sendromdur. Hastalik kanli ishal, ates, burun kanamasi, mukoz
membranlarda petesiyal ve ekimotik kanamalar, 16kopeni, siit veriminde azalma ve
enjeksiyon yerlerinden kanama ile sonuclanan belirgin trombositopeni ile
karakterizedir. BVDV-2 izolatlarinin timi klinik olarak siddetli hastaliga neden
olmamaktadir. Diisiik viriilensli BVDV-2 izolatlarinin dogada virulent BVDV-2'ye
gore baskin oldugu bildirilmistir. Diistik viriilensli BVDV-2 suslariyla enfeksiyon,
hafif bir ates yiikselmesinin eslik ettigi lokopeniye neden olmaktadir (Ridpath, Neill,
Frey, & Landgraf, 2000).

2.4.2. immunokompetan Gebe Sigirlarda BVDV Enfeksiyonlari

BVDV, gebe sigirlarda fotusa transplasental yolla gegerek enfeksiyona neden olur.
Fotal enfeksiyon sonucunun temel belirleyicisi, transplasental enfeksiyonunmeydana
geldigi gebelik donemidir (Houe, 1993). Hem cp hem de ncp BVDV, transplasental
enfeksiyona ve fotal kayiplara neden olabilir, ancak ncp enfeksiyonu daha yaygmdir
(Dubovi, 1992). Sigir populasyonunda virusun baskin suslarinin biyotipi ncp
karakterdedir ve sadece ncp suslar immunotoleransa neden olur. Fotusun0-100 glnlik
donemdeki transplasental enfeksiyonu, erken embriyonik 61im ve rezorpsiyona neden
olabilir. Fotusun atilmasi siireci, fotal enfeksiyondan sonraki glnlerden birka¢ aya
kadar degisir. iImmunokompedans gelismeden (90-120. giinler) 6nce ncp BVDV
enfeksiyonu, PE buzagilarm dogmasiyla sonuglanir. Immunotolerans gebeligin 100.
guniinden sonra nadir olarak gelismekle birlikte, gebeligin 125. giininde de ortaya
cikabilir (Liess ve ark., 1984). Bu hayvanlar yasamlari boyunca BVDV antijen
testlerinde (+) sonug verirler (Yesilbag, 2021).

Fo6tal immunotolerans gelismeden 100-150 giinler arasinda fotusun transplasental
enfeksiyonu BVD virusunun hiicresel gelisme inhibisyonu, hiicre farklilagmasi veya
hiicre lizizi iizerindeki etkisinden dolay1 farkli konjenital defektlerle sonuclanabilir
(Houe, 1993). BVDV ile iligkili konjenital defektler arasinda mikroensefalopati,
serebellar hipoplazi, hipomiyelinogenez, retinal atrofi ve displazi, mikroftalmi, timik
hipoplazi, alopesi, brakignatizm ve iskelet kusurlar1 bulunur (Blanchard ve ark.,2010).

Fotusun immunokompetan hale geldigi gebeligin son asamalarinda konjenital
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defektler nadirdir. Gebeligin 150. gilinlinden sonra BVDYV ile enfekte olan buzagilar
seropozitif olarak dogar. Gebeligin ge¢ donemindeki fotal enfeksiyonlar abortlada
sonuglanabilir fakat enfeksiyona bagli abort orami diistiktiir (%2-7) (Liess ve ark.,
1984).

2.4.3. immunotolere Persiste Enfekte Sigirlarda BVDV Enfeksiyonlari

BVDV'ye karst immunotoleransli ve persiste enfekte dogan sigirlar siirekli
viremik durumdadir. Saglikli goriiniimlii olabilen bu hayvanlar yasamlar1 boyunca
devamli olarak virus sacarlar ve duyarl hayvanlar i¢in risk olustururlar. PE buzagilar
yasamlarmin ilk yilinda yaklagik %50 6liim oranina sahiptirler. Bazi PE buzagilar ciliz
dogar ve daha yavas buyime hizma sahiptirler (McClurkin ve ark., 1984).Bununla
birlikte PE hayvanlarda glomertlonefrit ve ensefalit gibi subklinik hastaliklar
tanimlanmistir (Hewicker, Trautwein, Stah, & Liess, 1987). Virusun immunosupresif
etkisinden dolay1 bakteriyel, paraziter ve viral etkenlere bagh enfeksiyonlara yatkin
olup siklikla pnomoni ve enterit tablosu gelisir. PE sigirlar, BVDV'nin heterolog

suslarma kars1 immun yanit gelistirebilir (Houe, 1993).

2.4.4. Mukoza Hastahgi (MD)

MD, BVDYV enfeksiyonunun sporadik bir formudur ve genellikle 6 ay ile 2 yas
arasindaki si@irlarda goriiliir. Morbidite %5'in altindadir, ancak letalite oran1 %100'e
yaklasmaktadir. Akut MD ates, depresyon, halsizlik ve anoreksi ile karakterizedir.
Kalp ve solunum hizlar1 yiksektir ve hastalik ilerledik¢e asidozlu dehidrasyon gelisir.
Laktasyondaki siit sigirlarinda siit iiretimi azalir. Oliim siiresi 2-3 gin ile 3 hafta
arasinda degismektedir. Agiz boslugundaki lezyonlar dudaklar, diseti kenarlari, dil ve
arka damakta gelisir. Dig burun deliklerinde ve burun boslugunda, vulva ve meme
baslarinda eroziv lezyonlar gelisebilir. Mukopurulan okiiler akint1 siklikla asiri
lakrimasyon ve kornea 6demi ile gozlenir. Bol, sulu ishal genellikle klinik belirtilerin
baslamasindan 2-3 giin sonra meydana gelir. Perakut vakalarda, ishalin baslamasindan
once 6lim meydana gelebilir. Siddetli I6kopeni, hastaligin erken evrelerinde fark edilir
(Fricke ve ark., 2001).

Kronik MD, istahsizlik ve kilo kaybr ile karakterizedir. Ishal siirekli veya aralikli
olabilir. Burun akimtis1 ve persiste okuler akinti sik gordlir. Alopesi ve

hiperkeratinizasyon gelisebilir. Agizda ve ciltte uzun sireli eroziv lezyonlar bulunur.
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Laminitis, interdigital nekroz ve ayak deformiteleri nedeniyle uzun siireli topallik
gelisebilir. Anemi, l6kopeni, ndtropeni ve lenfopeni ile sonuglanan pansitopeni gelisir.
Sekonder bakteriyel enfeksiyonlar yaygm olarak gorulir. Kronik MD'li sigirlar
genellikle yaklasik 18 aylikken ciddi komplikasyonlar neticesinde olir. Bununla
birlikte baz1 hayvanlarm iyilesebildigi tespit edilmistir (Edwards, Wood, Brockman,
& Ibata, 1991).

2.5. immun Yamt

BVDV enfeksiyonunun 6nemli sonuglarindan biri persiste enfeksiyon, digeri ise
diizensiz immun yanittir (Chase, 2013). BVDV ile dogal enfeksiyondan sonra virusa
0zgii humoral ve hiicresel immun yanit aktive olur (Collen, & Morrison, 2000).
Humoral ve hiicre aracili immun yanitlar1 yonlendirmedeki merkezi rolleri nedeniyle
NS3 ve E2 proteinlerini hedefleyen CD4+ yardimci1 T hiicreleri, virusa karsi koruyucu
bagisikligin gelistirilmesinde Kilit hicrelerdir. CD4+ T yardimci hicrelerinin
azalmasi, kanda daha yiiksek viral yiik, uzun siireli viremi ve nazal yoldan virus
sacilimu ile iliskilendirilmistir (Howard, Clarke, Sopp, & Brownlie, 1992). B hiicresi
aktivasyonundan sonra, enfeksiyonun 14. guniinden itibaren notralizan antikorlar
saptanabilir (Collen, & Morrison, 2000). Notralizan antikorlar esas olarak yilizey
proteini E2'yi hedeflerken, Erns'e 6zgu antikorlar daha az nétralizan aktiviteye
sahiptir. Yapisal proteinlerden E1 ve yapisal olmayan protein NS2-3 gucli sekilde
antikor yanitin1 indtklerken, C yapisal proteini B hiicresi aktivasyonunu ve antikor
dretimini indiklememektedir (Donis, 1995). Virus biyotipinin BVD virusuna karsi
immun yanitmin seyri tizerindeki etkisini arastiran ¢alismalarda ncp-BVDV'nin
humoral bagisiklig1 indilkleme potansiyelinin daha yiiksek oldugunu gésterirken, cp-
BVDV ile enfeksiyonda ise daha etkili bir hlcre aracili immun yanitin gelistigi
gosterilmistir (Maldonado ve ark., 2020). Kolostrum alimi, yeni dogan buzagilara
dogumdan sonraki ilk haftalarda BVDV enfeksiyonundan koruyucu nitelikte maternal
antikor saglar. Bununla birlikte, maternal antikorlarin aracilik ettigi koruma 9 aya
kadar strebilir. Yeni dogan hayvanda koruma suresi, esas olarak kolostrumun maternal
antikorlarmin titresindekiazalmaya baglidir. Maternal antikorlar pasif bagisiklik ve
erken koruma icin 6nemli olsa da, asilanmig yeni dogan buzagilarda aktif bagisiklik

yanitlarinin olusmasini engelleyebilirler (Al-Kubati ve ark, 2021).
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BVDV dahil birgok virus, basarili viral replikasyon ve konak¢idan yayilmay1
saglamak amaciyla konak¢t immun sistemini baskilayarak immun sistemden kagis
stratejisi kullanir. Bu stratejiler virusun c¢ogalmasmi, yayilmasini, virusun yeni
varyantlarinm ve suslarinm ortaya ¢ikmasini desteklemektedir. Ote yandan bu durum
virusun yeni ortaya ¢ikan suslarini tanimlamak i¢in giincel olarak kullanilan testlerin

giivenirligini olumsuz etkilemektedir (Abdelsalam ve ark., 2020).

BVDV'nin immunosupresif etkileri, bagisiklik htcrelerinin dagilimmdaki
degisiklikleri, I6kositlerin immunofenotipinin degismesini ve bagisiklik hiicre
fonksiyonundaki ¢esitli yetersizlikleri igerir. Lenfatik dokulardaki ve periferik
dolagimdaki T ve B lenfositlerinin azalmasi, hiicresel ve humoral immun yanitiinhibe
etmektedir. Deneysel olarak BVDYV ile enfekte edilen sigirlarin 16kograminda toplam
I6kosit, noétrofil, lenfosit ve trombosit sayisinda azalma ile karakterize Onemli
degisiklikler meydana gelir (Kelling ve ark., 2002). BVDV’nun ayrica hem miyeloid
hem de lenfoid hiicre fonksiyonlar1 lizerinde inhibitor etkisi bulunmaktadir. BVDV
ile dogal olarak enfekte olmus hayvanlardan elde edilen sigir periferal mononiikleer
kan hiicreleri, enfekte olmamis hayvanlardan alinan hiicrelere kiyasla daha yiiksek bir

apoptoz yanit1 gostermistir (Risalde ve ark., 2020).

BVDV'nin nétrofiller Gzerindeki inhibitor etkisi susa 6zgl bulunmustur
(Thakur ve ark., 2020). Farkli BVDV suslar1 ile enfekte olmus makrofajlardan
toplanan siipernatantin, makrofaj inflamatuar yanit1 ve lenfosit apoptozu iizerindeki
etkisini arastiran bir ¢alismada yiiksek derecede virlilent ncp-BVDV ile iligkili immun
disfonksiyonda makrofajlar tarafindan salgilanan aracilarin roli ortaya konulmustur
(Abdelsalam ve ark., 2020).

Daha once yapilan ¢alismalarda, ncp suslarin interferon yaniti Uzerindeki
baskilayici etkisinin persiste enfeksiyon olusumunda bir rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Peterhans, Jungi, & Schweizer, 2003). Ancak son calismalar, ncp-BVDV ile
transplasental enfeksiyondan sonra PE f6tuslerde énemli bir IFN-alfa (IFN-a), IFN-
beta (IFN-B) ve IFN-gama (IFN-y) yanitinin indiiklendigini ve kontrol grubu
fotiislarina kiyasla PE fotuslarindan alinan karaciger dokularinda MHC smuif I ve 11
molekdllerini eksprese eden hucrelerin daha yuksek sayida oldugu gosterilmistir

(Nilson ve ark., 2020; Smirnova ve ark., 2014). immun yanitin virusu elimine
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etmedeki basarisizhiginin ardindaki neden ve immunotolere persiste enfeksiyon

olusma mekanizmasi (izere ¢aligmalar devam etmektedir.

Dogal immun sistem hiicreleri tarafindan salgilanan 6nemli bir sitokin olan Tip
I IFN'ler, enfekte olmamis hiicreleri korumakla birlikte makrofajlari, dendritik
hiicreleri, dogal ve edinsel immun sistemde yer alan diger hiicreleri aktive ederek viral
replikasyonu 6nlemektedir. Bu sitokinler ayrica virusa 6zgu sitotoksik T hiicrelerinin
farklilagmasini artirarak edinsel immun yanit i¢in anahtar bir rol {istlenir (Stetson, &
Medzhitov, 2006). Yakin tarihli bir calismada BVDV Npro proteininin dogal
bagisiklig1 uyaran bir hiicre proteini olan S100A9 aktivitesini baskiladig1 ve bunun da
tip I IFN dretiminin azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Darweesh ve ark., 2018).
Diger taraftan hem cp hem de ncp BVDV enfeksiyonu, sigir hiicrelerindedogal immun
yanit1 bozabilen ve BVDV replikasyonunu kolaylastirabilen otofajiyi uyarmaktadir
(Zhou ve ark., 2017).

2.6. Teshis Yontemleri

BVDV enfeksiyonunda akut ve persiste enfekte hayvanlar arasinda etkili birayrim
yapmak, sigir pestiviruslarinin teshisi kontroliinde kritik 6neme sahiptir. Sigir
pestiviruslar: i¢cin mevcut tani testleri virusa 6zgi antikorlar1 (Ab), virusa 6zgu
antijenleri (Ag), viral RN A'y1 veya virusun kendisini tanimlamak i¢in kullanilir.Fakat
RNA viruslarinin tabiat1 geregi mutasyonlara acik olmasi nedeniyle BVDV suslarinin
antijenik yapis1 de§ismekte, dolayisiyla hem antikor hem de antijen tespit

yontemlerinde farkli sonuglar alinabilmektedir (Yesilbag, 2001)

2.6.1. Antikor Tespiti

Virusa 6zgii antikor tespit yontemleri, agirlikli olarak daha once virusla enfekte
olan veya asilama nedeniyle dolasimda antikorlara sahip hayvanlar1 belirlemek i¢in
kullanilir. Si8ir pestiviruslarma spesifik antikorlari tanimlamaya yonelik tani testleri
arasinda enzim linked immunosorbent testi (ELISA), virus ndtralizasyon testi (VNT)
veya daha az siklikla agaroz jel immunodifiizyon (AGID), indirekt immunofloresan
testi (IFAT) ve indirekt immunoperoksidaz testi bulunur. VNT yontemiyle yapilan
testler, capraz nétralizasyon sonuglarina dayali olarak pestivirus tirleri arasinda ayrim
yapabilme 6zelliginden dolayi, sigir pestivirusu antikor tespiti icin altmn standart olarak

kabul edilmektedir. Ancak virus notralizasyon testinde kullanilan
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biyolojik Grunlerin ve hicrelerin pestivirus kontaminasyonu yonunden kontrol
gereksiniminin olmasi ve zaman alici olmasi sebebiyle antikor tespite yonelik testlerde
yarigsmali veya indirekt ELISA uygulamalar1 ticari olarak daha erisilebilir hale
gelmistir. Bu teknikler son derece duyarli ve spesifik olmalar1 ve ¢ok sayida numuneyi
kisa siirede test etme olanagi sayesinde rutinde daha yaygin olarak kullanilmaktadir.
Antikor ELISA protokollerinin tek tek veya havuz halinde serum, plazma ve sut
numunelerinde kullanilmasi miimkiindiir. Bununla birlikte, ELISA'lar asilanma ve
dogal enfeksiyon sonucunda gelisen antikorlar arasinda ayrim yapamaz (Bauermann,
Flores, & Ridpath, 2012). AGID'nin asilanmis ve dogal antikorlar arasinda ayrim
yaptig1 gosterilmistir (Kirkland, & Mackintosh, 2006). BVD'ye ve ilgili pestiviruslara
kars1 antikor negatif tespit edilen hayvanlar genellikle BVD enfeksiyonlarina duyarli
olarak kabul edilir. Fakat BVD ile persiste enfekte hayvanlarda da tipik olarak immun
yanit gelismedigi i¢in antikor negatif olarak tespit edilir. Bununla birlikte antikor
pozitif tespit edilen hayvanlar genellikle PE olarak kabul edilmez. Ciinki kolostral
antikor alan gen¢ PE hayvanlarda veya heterolog pestivirusla enfekte PE hayvanlarda
antikor saptanabilir (Fulton ve ark., 2003). Bu nedenle, aktif olarak enfekte olmus
strulerden alinan bireysel antikor sonuglar1 yorumlanirken dikkatli olunmasi gerekir

ve siirii taramasi yapilirken sonuglar antijen testlerine dayandirilmalidir.

2.6.2. Antijen/Virus Tespiti

Sigir pestiviruslariyla enfekte olmus hayvanlar viral antijen ve RNA tespiti veya
virus izolasyon g¢alismalariyla belirlenebilir. Bu amagla virus izolasyonu (VI) altin
standart olarak kabul edilmektedir. Genel olarak tam kan, serum, I6kosit ve dalak
gibi ¢ok cesitli biyolojik numuneler kullanilarak virus izolasyonu gerceklestirilebilir.
Virus izolasyonu gergeklestirmek i¢in daha yiliksek maliyet, zaman ve uzmanliga
gereksinim duyuldugundan kontrol programlarinda nadiren kullanilir. Bu ylizden
yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda kan, siit ve doku 6rneklerini test etmek
icin kullanilabilen antijen ELISA protokolleri ve kan, siit, sperma ve doku érneklerini
test etmek i¢in kullanilan reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (real time
RT-PCR) protokolleri bulunmaktadir. Kulak ¢entikleri gibi doku 6rneklerini test etmek
icin kullanilan ELISA veya immunohistokimyasal (immunoperoksidaz testi-1IPMA)

yontemleri gelistirilmistir (Hilbe ve ark., 2007).
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Akut ve PE hayvanlar arasinda dogru bir sekilde ayrim yapabilmek igin takip
testlerinin yapilmasi gereklidir. Ilk testten en az 3 hafta sonra alman pozitif sonug,
persiste enfeksiyonu dogrulayacaktir. Post-mortem doku numunelerinde BVDV
pozitif test edilen hayvanlarin PE olma olasilig1 yiiksek olsa da, tek bir numuneye
dayal1 antijen testleri persiste ve akut enfeksiyon arasinda ayrim yapmak i¢in yeterli

degildir (Fulton ve ark, 2006).

2.7. Koruma Kontrol

BVD kontrol ve eradikasyon programinin temel ilkesi, bir popullasyonda PE
hayvanlarin prevalansini azaltmak ve yeni PE hayvanlarin dogmasmi 6nlemektir. Bu
programlar; (a) PE hayvanlar1 belirlemek icin test et ve ayikla; (b) Bir popiilasyona
virus bulagsmasi azaltmak i¢cin biyogiivenlik Onlemleri ve/veya (c) Asilama gibi
yontemleri icermektedir (Lindberg ve ark., 2006). BVD'ye karsi asilamanmn ilk
zamanlardaki asil amaci, fotal korunmaya bakilmaksizin virusun neden oldugu klinik
bulgularin ve geg¢ici immunosupresyonun énlenmesiydi. Bu nedenle asilama, yeni PE
sigirlariin ortaya ¢ikmasii etkin bir sekilde engelleyememistir. PE hayvanlarm rolii
anlasildiginda ise asilamada birincil hedef fotusun korunmasi olmustur. Ozetle sigir
pestiviruslarma karsi asilama viral bulasmayr azaltmayi, slrl bagisikligini
olusturmayi, antikor titrelerinin diismesiyle dogum sonrasi buzagilar1 enfeksiyona
kars1 korunmasini, fotal kayiplar1 ve stirekli devam eden PE buzagilarin dogumuna
neden olabilecek fotal enfeksiyonlarin 6nlenmesini amaglar (Moennig, & Becher,
2018). Bir enfeksiyonun elimine edilmesi temel olarak Bulastirma Katsayis1 (R0) < 1
oldugunda gerceklesebilir (Lindberg, & Houe, 2005). Fakat yogun asilama
calismalarma ragmen BVD prevalansini degistirmedigi goriilmiistiir (Moennig ve ark.,
2005). Bu basarisizligin nedeni, BVD enfeksiyonlarmin yol agtig1 persiste enfeksiyon
mekanizmasina dayanmaktadir. Virus rezervuari olduklari icin, strlidePE sigirlarin
varhiginda sadece %100'lUk bir popllasyon bagisikliginin yeni PE buzagilarin ortaya
cikmasini engelleyecegi kabul edilir. Bu durum, bir veya birka¢PE hayvanl kigulk
striilerde uygulanabilir olsada saha kosullar altinda blyuk surtlerde %100 bagisikligin
elde edilmesi neredeyse imkansiz oldugundan Ulke bazinda surddrulebilir BVD

kontrolli igin “sadece asilama” stratejisi yeterliolmamaktadir (Stahl, & Alenius, 2012).
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BVD'nin sigir iireticiliginde neden oldugu 6nemli ekonomik kayiplar nedeniyle
Norveg, Isve¢, Danimarka, Finlandiya, Avusturya, Isvicre, irlanda, Iskogya, Ingiltere,
Galler, Almanya, Kuzey irlanda, Belgika, Hollanda ve ABD dahil olmak iizere birgok
iilke BVDV enfeksiyonlarini kontrol etmeyi veya elimine etmeyi amaglayan zorunlu
veya gonullu kontrol programlart uygulamislardir. Kontrol programlari, hastalik
prevalansini nispeten diisiik ve yonetilebilir bir dizeye indirmeyi amaclarken,
eradikasyon programlar1 siiriilerde hastaligin devamli olarak ari olmasiniamaclar
(Houe, Lindberg, & Moennig, 2006). BVD ile ilgili olarak her iki hedefin de ulusal,
bolgesel veya bireysel ciftlik dizeyinde gergeklestirilebilir oldugu gosterilmistir. En
yiksek BVD prevalanslari, herhangi bir BVD miicadele programi uygulamayan
ulkelerde belirlenmistir (Scharnbock ve ark., 2018).

2.7.1. Asilama Icermeyen BVD Kontrol Programlari

BVDV tespiti i¢cin ELISA ve PCR gibi tan1 yontemleri kullanilarak PE
hayvanlarin belirlenmesiyle ve sigir popiilasyonlarindaki BVDV rezervuarlarielimine
edilmektedir. Eradikasyon programu igin tani yontemlerinden ilk yararlananlar
Iskandinav iilkeleri olmustur (Moennig, & Becher, 2018). Bu uilkelerde BVD asis1 hig
kullanilmadigindan, serolojik yontemlerle aktif BVD enfeksiyonu bulunan suriler
belirlenmistir. Rastgele kan veya ortak sut numuneleriyle tespit edilen PE hayvanlar
stirtiden ¢ikarilmis ve virusun daha fazla yayilmasini 6nlemek icin enfekte strtlerin
hareketleri kisitlama altinda tutulmustur. Siriler, virus elimine edilene kadar
gbzlemlenmis ve siiri bazinda PE hayvanlardan temizledikten sonra sigirlar diizenli
olarak takip edilmistir (Valle ve ark., 2005). isve¢, Norveg, Danimarka, Finlandiya
gibi Iskandinav lkelerindeki zorunlu eradikasyon programlar1 basarili olmus ve
birka¢c yil iginde iilkeler BVDV'den blyik olclide armdirilmistr. Iskandinav
programlarinin basarisindan sonra Avusturya, 2004yilinda benzer bir zorunlu kontrol
program baslatmustir (Schoepf ve ark., 2016). Yiiksek prevalansa (>%80 BVD antikor
pozitif s18ir) sahip olan Isvicre ise BVD zorunlu kontrol programma 2008'de
baglamustir. 2013'ten itibaren serolojik sorvelans programi baslatilmistir (Bachofen ve
ark., 2013). iskandinavya ve Avusturya'da oldugu gibi, isvigre’de de BVD'ye kars1
asilama yasaklanmustir. Ote taraftan BVD'yi asilama olmadan kontrol etmeye ¢alismak
blyik bir problem ortaya ¢ikarmistir. Genelde endemik BVD enfeksiyonuna sahip

sigir popiilasyonlarinda seroprevalans
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yiiksektir ve hayvanlarin yaklasik %90 seropozitiftir. Nispeten az sayida duyarli sigir
bulundugu i¢in siiriilerde olusacak yeni enfeksiyonlarin olumsuz etkisi sinirhidir. PE
hayvanlarmin sistematik olarak ¢ikarilmasiyla, bulasicilik buyik 6lgiide azalir vesigir
popilasyonu zaman icinde seronegatif hale gelir. Fakat BVDV'nin duyarh surulere
yeniden bulasmasiyla gelisecek akut klinik hastalik tablosu maksimum hasarla
sonuclanir. Bu etki, asilama igermeyen sistematik kontrol programlarina sahip hemen
hemen tim (lkelerden bildirilmistir (Bitsch, Hansen, & Rgnsholt, 2000). Sonug
olarak, bu bolgelerde epidemiyolojik arastirmalar yogunlastirilmistir (Stalder ve ark.,
2016). S6z konusu programlar pahali, yogun ve uygulanmasi uzun zaman almaktadir.
As1 programlarinin eklenmesi, hastalik kontrolii igin uygun maliyetli bir dnlem olmaya
devam etmektedir (Scharnbock ve ark., 2018; Van Oirschot, Bruschke, & Van Rijn,
1999).

2.7.2. Kombine Kontrol Programlari

Basarili bir BVD kontrol programmin temel asamast PE hayvanlarm elimine
edilmesidir. Bu hipoteze dayali olarak, 1980’lerin basinda Almanya'daki ilk goniillii
kontrol programiyla PE ve viremik hayvanlar siiriiden ¢ikarilmistir (Stahl, Liess,
Dahle, Frey, & Grunert, 1987). Bununla beraber tiim PE hayvanlarin ¢ikarilmasiyla
stiriiler seronegatif hale geldigi i¢in yeni enfeksiyonlara karsi tamamen agik konuma
gelmistir. Hastalik kontrol programu zorunlu olmadigi igin, programa katilmayan
komsu siiriilerin bulastirma riski yliksek oldugundan ciddi ekonomik sonuglar1 olan
yeni enfeksiyonlar meydana gelmistir. Yeniden enfeksiyonu 6nlemek icin var olan
politika degistirilmis ve PE sigirlarin temizlenmesinden sonra siiriilerin agilanmasina
karar verilmistir (Greiser-Wilke, Grummer, & Moennig, 2003). Kuzey Amerika,
Almanya, Iskogya, Irlanda ve Belgika gibi iilkeler siirii taramasi, itlaf ve istege bagh
asilama gibi kombine bir stratejiyle programi uygulamaktadir (Scharnbdck ve ark.,
2018). Bu programa gore yeni dogan buzagilar BVDV yoniinden test edildikten sonra
akut enfeksiyonu tespit etmek icin pozitif hayvanlar en az 40 glin sonra tekrar teste tabi
tutulmaktadir. Ardindan PE hayvanlar itlaf edilmektedir. Almanya’da uygulanan
program oldukg¢a basarili olmus ve PE hayvanlarin prevalansi %0,48'den 2016'da
%0,02'ye diismiistiir (Wernike ve ark., 2017). Avrupa'da BVD i¢in goniillii asilama
orani %20-75 arasinda degigsmektedir (Moennig, & Brownlie, 2006).
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Bununla birlikte Tiirkiye’de zorunlu bir eradikasyon programi bulunmamakla birlikte

gonillu as1 programlart uygulanmaktadir (Yesilbag ve ark., 2012).

2.7.3. Mevcut BVDV Asilan

BVDV agsilart ilk olarak yaklasik altmis yi1l dnce, BVDV-1a Oregon C24V
susunun ateniie edilmesiyle tiretilmistir (Van Oirschot ve ark., 1999). O zamandan beri,
ticari olarak satilan modifiye canli virus asilart (MCA) ve inaktif virus asilar1 (IA)
kullanilmaktadir (Newcomer, Chamorro, & Walz, 2017). Multivalan MCA ve 1A,
yaygm alt genotiplere dayal olarak iki veya daha fazla BVDV susu igerecek sekilde
formile edilmektedir (Fulton, Cook, Payton, Burge, & Step, 2020). Endemik suslarin
cesitliligi ve mevcut asilarin sus kompozisyonu, mevcut BVDV agilarmin genel
etkinligini etkilemektedir (Sozzi ve ark., 2020). Lisansh veteriner asilar1 veri tabanm
olan VeVax'a gore su anda diinya ¢apinda ve ¢ogunlukla Kuzey ve Giiney Amerika'da
kullanimda olan 129 tane kayitli BVD asis1 bulunmaktadir. Bunlar, Pestivirus A
ve/veya B (BVDV-1 ve/veya -2) kullanilarak formile edilmis konvansiyonel MCA,
inaktif virus asilar1 veya sigir solunum yolu hastaligi kompleksinde yer alan diger
patojenleri (Mannheimia haemolytica, Pasturella multicoda ve Haemophilus somni,
Bovine herpesvirus-1, Parainfluenza tip 3 virus ve Bovine respiratorik sinsityal virus)

iceren asilardir (‘Vevax: Licensed Veterinary Vaccines’, 2022).

2.7.3.1. Modifiye Canh Virus Asillar1 (MCA)

BVD'ye karsi ilk modifiye canli ag1 1960'larin basinda gelistirilmistir (Coggins ve
ark., 1961). Siklikla diger ajanlarda dahil edilerek yaygin olarak kullanilmistir (Van
Oirschot ve ark., 1999). Fotuste persiste enfeksiyon olusturmamasi nedeniyle modern
MCA’larin ¢ogu cp BVDV suslartyla hazirlanir. MCA agsilari, asilanmis hayvanlarda
hizla BVDV nétralizan antikorlar1 ve BVDV'ye 6zgii IFN-y salgilayan CD4+ ve CD8+
T hucreleri Ureterek etkili bir fotal koruma saglar (Bittar ve ark., 2020).Avrupa'‘da,
gebeligin ilk alt1 ayinda asilanmamis hayvanlarda MCA kullanimi 6nerilmemektedir.
Bununla birlikte, MCA’lardaki virusun virtlent bir forma doniisme veya saha
viruslariyla yeniden rekombine olarak hastaliga neden olma riski bulunmaktadir.
Ayrica agilanmis hayvanlarm gegici viremi gelistirdigi ve as1 virusunu sactigi
bildirilmistir (Fulton, Saliki, Burge, & Payton, 2003; Grooms,
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Brock, & Ward, 1998). Canli as1 virusunun immunosupresif etkisi bulunmakla birlikte,
gebe hayvanlarin as1 virusu veya asiy1r kontamine eden BVDV saha virusuile vertikal
bulagsma sonucunda intrauterin enfeksiyonuna bagl PE buzagilarin dogumuna neden
olabilecegi bildirilmistir (Ficken, Ellsworth, Tucker, & Cortese, 2006).
Kontaminasyonun kaynagi genellikle asi virusu dretiminde kullanilan hiicreleri
cogaltmak i¢in gerekli olan fotal buzagi serumlaridir (Bolin, Matthews, & Ridpath,
1991). Ayrica PE hayvanlarin sitopatik BVDV igeren MCA asilariyla asilanmasindan
sonra mukozal hastalik gelisebilmektedir (Becher, Orlich, & Thiel, 2001). Bu giivenlik
endiseleri nedeniyle, MCA’lara baz1 Ulkelerde lisans verilmemektedir.

2.7.3.2. Inaktif Asilar (IA)

MCA asilarina bagl olusabilecek riskler nedeniyle, gebeligin her déneminde
uygulanabilen inaktif asilar gelistirilmistir (Newcomer, Walz, Givens, & Wilson,
2015). BVD igin ilk inaktif as1 uygulamalar1 1970’li yillarda beta-propiolakton ve
Kloroform gibi inaktivan kimyasallar kullanilarak baslamistir (Classick, 1970).
Gunidmizde mevcut inaktif asilar, genellikle iki veya daha fazla BVDV susu igerir
(Sozzi ve ark., 2020). MCA’lara kiyasla, koruma saglamak i¢in IA'larin birden fazla
doz uygulanmasi gerekmekte ve bagisikligin baslamasi en az (¢ ile dort hafta
sirmektedir. Fotal koruma seviyesi asinin igerigi, kullanilan adjuvan ve hayvanin
bireysel faktdrlerine gore degiskenlik gostermektedir (Rodning ve ark., 2010). Inaktif
asilarin neden oldugu bagisiklik yanitlar1 yalnizca yapisal BVDV antijenlerine
yoneliktir (Griebel, 2015). Inaktif asilara karsi immun yamt, son yillarda giiclii
adjuvantlar eklenerek artirilmistir (Riitho ve ark., 2020). IA'lerin uygulanmasindan
sonra humoral bagisiklik genellikle glglidir fakat hicresel bagisiklik farklilik
goOstermektedir (Stevens ve ark., 2009). Avrupa'da piyasada agirlikli olarak inaktif
BVD asilar1 bulunmaktadir. Inaktif asilarm glvenli olmasi sebebiyle damizlik
sigirlarin asilanmasinda da tercih edilmektedir. Bununla beraber Bovine Neonatal
Pansitopeni (BNP) gibi sorunlarm da ortaya ¢ikabileceginin alt1 ¢izilmistir. BNP,
baslangigta Avrupa'da tanimlanmisg olan pansitopeni, siddetli kanama ve yiiksek
mortalite ile karakterize, yasamlarmm ilk aymda buzagilar1 etkileyen sigir hiicre
hatlarinda tiretilmis inaktif BVD asis1 ile iliskili bir sendromdur (Deutskens ve ark.,

2011). Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in as1 Uretimlerinde downstream process

26



asamasinda Virus stspansiyonu ultrasantrifujiin yanisira ultrafiltrasyon yontemi
kullanilarak istenmeyen hiicresel proteinlerden arindirilmaktadir (Wickramasinghe,

Kalbfuss, Zimmermann, Thom, & Reichl, 2005)

2.7.3.3. Subunit ve Yeni Nesil Asilar

Son yillarda BVD as1 gelistirmelerine, mevcut asilarin eksikliklerini giderme
amactyla baslanmustir. Ideal bir as1, vertikal ve horizontal virus bulasmasmi 6nlemeli,
gebe hayvanlarda guvenli olmali, geriye virtilans kazanmamali, virus gesitliligini
hesaba katacak genis etkinlige sahip olmali ve miimkiinse marker as1 teknolojisine
uygun olmalidir (Fulton, 2008). Yeni nesil BVD asilarinin gelistirilmesine yonelik
calismalar yapilmaya devam etmektedir. Genel olarak giiclii sekilde hiicresel ve
humoral immun yanit1 uyaran bu asilarin bazilar1 hali hazirda sigirlarda
degerlendirilmistir (Bolin, & Ridpath, 1996; Liang ve ark., 2005). BVDV E2 antijeni
kodlayan DNA plazmidi fare veya kobaylar gibi kiigiik hayvanlarda g¢libir immun
yanit olusturmustur, ancak biiylik hayvanlarda daha az etkili oldugu bildirilmistir (Cui,
2005). Bu nedenle, potenslerini arttirmak i¢in elektroporasyon yoluyla asiin verilmesi
veya interlokin 2 (IL-2) veya granilosit makrofaj koloni uyarici faktorii (GM-CSF)
kodlayan bir DNA plazmidinin dahil edilmesi gibi farkli yaklasimlar gerekmektedir.
Ayrica plazmid DNA asilariin en az iki doz yapilmasi 6nerilmistir (Cai ve ark., 2018).
Rekombinant subiinit protein kullaniminin, 6zellikle E2 proteinine odaklanildiginda
etkili koruma saglamak i¢in yetersiz oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Bolin,
& Ridpath, 1996; Chimeno Zoth, Leunda, Odedn, & Taboga, 2007). Antijen sunan
hicreleri uyarmak icin molekiler adjuvanlarla formiilasyonlarda farkli antijenlerin
(6rn., E2 ve NS3) kombinasyonu daha basarili bulunmus, ancak daha fazla sayida
hayvanda daha gesitli BVDYV suslarina kars1 koruyucu etkinligi heniiz belirlenmemistir
(Riitho ve ark., 2017). BVDV-1a, -1b ve - 2a suslarindan E2 antijenlerini iceren
subiinit ag1 2017 yilinda Arjantin'de saha uygulamasi i¢in onaylanmig olup BVD’nin
ilk lisansli rekombinant asisidir (Bellido ve ark., 2021). Defektif viral vektorli
replikonlar, sentetik atentie enfeksiydz cDNA klonlar1 ve kimerik pestivirus marker
agilarinin hepsinin MCA asilarinin basarisi Uzerine kurgulanmaktadir. Ancak genetigi
degistirilmis mikroorganizmalar olduklarindan ve rekombinant pestiviruslar
kullanildigindan MCA ile benzer kisitlarasahiptirler (Riitho ve ark., 2020). Sahada as1

uygulama pratigini olusturmak ve
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hayvanlara en az sayida invaziv midahaleye imkan saglamak (zere yeni asi
calismalarinda endemik/yerel suslara karsi capraz koruma saglayan, Uretimi ve

uygulamasi ucuz, givenli ve etkili asilarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Tez caligmasinda, daha once sahadan izole edilen ve tiplendirilen a1 aday1 yerel
BVDV suslarinin inaktivasyon kinetiginin belirlenmesi ve farkli adjuvantlar
kullanilarak hazirlanan inaktif as1 formiilasyonlarinin deney hayvanlarindaki serolojik

yanitlarinin belirlenmesi amacglanmastir.
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3. GEREC ve YONTEM
As1 hazirligr oncellikle uygun hiicre ve viruslarin belirlenmesini, belirlenen
viruslarin optimum iiretim 6zelliklerinin tespitini, formulasyon ve kalite-kontrollerin
yapildig1 6nemli bir stireci igerir. Bu siirecler Upstream proses (Yukar1 akis siireci) ve
Downstream proses (Asagi akis siireci) olarak iki baglikta 6zetlenebilir (Genzel, Rodig,
Rapp, & Reichl, 2014; Nayak, Lehmann, & Reichl, 2005). Bu calismada da yerel

suslarla hazirlanan aginin hazirlik asamalar1 Sekil 3’te verilen islemleri kapsamaktadir.

Sekil 3: Arastirma siirecinde izlenen asamalar; upstream proses (Yukar1 akis siireci) ve downstream

proses (Asagi akis stireci) ile iligkili siirecleri
3.1. Gereg

3.1.1. Hucre Kiltirleri ve idamesi

Calisma kapsaminda virus dretimi, virus titrasyonu ve indirekt
immunoperoksidaz monolayer assay (IIPMA) testleri icin Madin-Darby bovine kidney
(MDBK) ve sheep fotal thymus (SFT-R) devamli hiicre hatlar1 kullanildi. Hucre
kaltarlerinin devamliligi %10 fotal dana serumu (FDS) (Hyclone, SV30160.03) ilave
edilmis Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, D7777, ABD) ile
saglandi. DMEM igerisine hiicre kiiltiirlerinde bakteri ve mantar kontaminasyonunu
engellemek amaciyla 100 Ul/pug/ml Penisilin/Streptomisin (BI, 03-031-1B) ve 250
ul/ml Amfoterisin B soliisyonu (BI, 03-029-1B) eklendi. Hucre kdlttrleri ve FDS,
pestivirus kontaminasyonu yoninden RT-PCR ve immunoperoksidaz testleriyle
negatif olarak teyit edildikten sonra deneylerde kullanildi. Ayrica, FDS’nin BVDV
antikorlar1 yoniinden negatif oldugu kullanim dncesinde indirekt ELISA yontemiyle
teyit edildi. Hiicre hatlar1 Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiltesi Viroloji

Anabilim Dal1 hiicre kulttirti koleksiyonundan saglandi.
29



3.1.2.Viruslar

Tez kapsaminda as1 aday1 olarak kullanilacak olan virus suslar1 Yesilbag ve
ark., (2008) tarafindan karakterizasyonu yapilan suslar arasindan se¢ildi. Filogenetik
analizlerle genetik karakterizasyonu yapilan bu suslarm seciminde daha ©nce
belirlenmis olan monoklonal antikor reaksiyonlari temel alind1 (Yesilbag, & Burgu,
2006) BVDV-1I alt grubundan 4 adet, BVDV-1f grubundan 2 adet ve BVDV-2b alt
grubundan 1 adet olmak (izere toplam 7 adet yerel sus se¢ildi. Yapilan testlerde kontrol
virus olarak BVDV- FLK (FLK hiicre hatt1 kontaminant1 olarak izole edilen bir ncp
BVDV susu) ve heterolog sus olarak BVDV- NADL (BVDV-1a referans susu) ve
BVDV-Gi-1l (BVDV-2b) viruslari kullanildi. As1 adayt BVDV susglarmin tamami ncp
karakterde olup Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
virus koleksiyonundan secildi (Tablo 3).

Tablo 3: As1 aday1 olarak kullanilacak BVDV suglarinin 6zellikleri (Yesilbag ve ark., 2008)

BVDV-1 ve 2 altgrubu Virus izolatlart Orijini Biyotip Ozellikleri
BVDV-1f TR-26 Edirne ncp
BVDV-1f TR-38 Eskisehir ncp
BVDV-1I TR-1 Mugla ncp
BVDV-1I TR-16 Ankara ncp
BVDV-1I TR-21 Samsun ncp
BVDV-1I TR-29 Bursa ncp
BVDV-2b TR-15 Amasya ncp

3.1.3. Deney Hayvanlan
Tez calismasinda deney hayvani olarak kobay (guinea pig) ve Balb/c fareler

kullanild1. immunizasyon ¢alismalarinda >400 gr agirhiginda eriskin disi kobaylar ve
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25-40 gr agirhginda eriskin disi Balb/c fareler kullanildi. Kobaylar, sertifikali tiretim
yapan bir dis merkezden temin edilirken, Balb/c fareleri Bursa Uludag Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edildi.
Ayn1 merkezde olusturulan deney ortamina alinan kobaylar deneye baglamadan 6nce
2 hafta siireyle gozlem ve adaptasyon siirecine tabi tutuldu. Caligma kapsaminda
uygulanan her bir formiilasyon grubunda ve kontrol grubunda 6’sar adet kobay ve 12
adet fare olacak sekilde kafes dizenlemeleri yapildi. Bu c¢alismada deney
hayvanlarinda gercgeklestirilecek olan immunizasyon ve kan alimlar1 i¢in gerekli izin
B.U.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) (Karar no: 2018 — 08/03,
Kabul tarihi: 30/05/2018)’ndan saglanmuistir.

3.1.4. Monoklonal Antikor (mAb)

Aragtirmada IIPMA testlerinde primer antikor olarak BVDV NS3 proteinine
spesifik olan monoklonal fare antikoru siispansiyonu (mAb 1/4/7) kullanildi (Cedillo,
2004). Kullanilan antikor suispansiyonu Justus-Liebig-Universitesi  Veteriner

Fakultesi Viroloji Enstitiist - Almanya’dan temin edilmistir.

3.1.5. Konjugatlar

Immunoperoksidaz testinde (IIPMA) pestivirus spesifik monoklonal antikorun
baglanmasini tespit edebilmek igin kecide elde edilmis ve biotinle isaretlenmis anti-
fare 1gG konjugat1 (birincil konjugat) (Pierce, 31800, ABD) kullanildi. Birincil
konjugatin antijen-antikor kompleksine baglanmasi streptavidin- horse radish
peroksidaz (HRPO) konjugat1 (ikincil konjugat) (Pierce, 21124, ABD)ile gosterildi.
Ayn1 zamanda in-house ELISA testlerinde antijen-antikor kompleksinin tespiti icin
peroksidazla konjuge keci anti-guinea pig 1gG (Invitrogen, A18775, ABD) ve
peroksidazla konjuge keci anti-mouse 1gG (Pierce, 31430, ABD) konjugatlarindan

yararlanildi. Tiim konjugatlar ticari olarak temin edildi.

3.1.6. Inaktivan Madde

Viruslarin kimyasal inaktivasyonu i¢in 2-bromoethilamonium bromide (BEA-
Br) kullanildi (Merck, 8.20176). Daha Onceki verilere uygun olarak (Alpay, &
Yesilbag, 2015) inaktivan maddeyi hazirlamak i¢in 10 ml steril distile suya 0,26 gr
NaOH ilave edip 37 °C’de 30 dk inklbe edildi. Sure sonunda 0,8 gr BEA-Br ve 1,5
pl beta-naftol-viole ilave edilerek ayni kosullarda 30 dk inkiibe edildi. Baslangicta
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mor renkli olan inaktivan solisyonu sire sonunda turuncu rengine dondid. Bu
reaksiyonda BEA’nin alkali ¢0Ozeltide siklizasyon sonucunda 'ikili' etilenimine
doniismesiyle Binary etilenimin (BEI) ortaya cikmaktadir. Islem bitiminde
inaktivasyon islemini durdurmak i¢in kullanilacak olan sodyum tiyosiilfat (0,01 gr/It)
PBS icerisinde c¢ozdirdukten sonra virus suspansiyonuna eklendi. Hazirlanan

inaktivan madde ve sodyum tiyosulfat 0,2 um filtreden gecirildi.

3.1.7. Eritrosit Suispansiyonu

Hemadsorbsiyon testinde kullanilmak Uzere %0,1’lik kobay eritrositi
stispansiyonu hazirlandi. Bu amagla antikoagiilanli (EDTA) tiiplere alinan kobay kan
ornegi 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek eritrosit katmani almip steril PBS ile 3
defa yikama islemine tabi tutuldu. Elde edilen kobay eritrositlerinin uzun stre

muhafaza edebilmek ve pihtilagsmasini 6nlemek i¢in Alsever’s soliisyonu kullanildi.

3.1.8. Alsever’s Sollisyonu

Alsever’s solusyonu igin 100 ml distile su icine 2,05 g D-glikoz (Merck,
1.08337.0250, ABD), 0,055 g sitrik asit (Carlo Erba Reagent, 403727, Italya), 0,8 g
sodyum sitrat (Merck, 1.06448.1000, ABD) ve 0,42 g sodyum Klorid (Merck,
1.06404.1000, ABD) eklenerek manyetik karistiricida (Velp Scientifica, ZX3, Italya)
¢ozdiiriildii. Hazirlanan soliisyon 116 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi. Soliisyon oda

sicakligina sogutulduktan sonra kullanima kadar 2-8 °C’de muhafaza edildi.

3.1.9.ELISA Kiti

Arastirmada as1 hazirlama asamalarinda BVDV antijen varligini tespit vetakip
etmek amaciyla E™ glikoproteinine spesifik ticari bir ELISA kiti (Herdcheck/Idexx,
Isvigre) kullanildi.

3.1.10. Adjuvantlar

Tez calismasidaki deney diizeneklerinde farkli 4 adet adjuvant sisteminden
yararlanildi. Bu amagla yag bazli adjuvantlar olarak SEPPIC markasinin Montanide
ISA 206 w/o/w (su/yag/su) ve Montanide ISA 50 w/o (su/yag) adjuvantlari kullanildi.
Ayrica, Aliiminyum hidroksit (Rehydragel, SEPPIC) ve saponin (SERVA,8047-15-2)

adjuvantlar1 da ticari olarak temin edildi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Upstream Proses Asamasi

3.2.1.1. Virus Uretimi

Viruslarm iiretimi i¢in MDBK hiicre hattindan 25 cm? hiicre kiiltiir sisesinde
(Orange scientific, Belgika) 100.000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre Kkiiltliri hazirlandi.
Ertesi giin hiicre kiiltiir sisesinin yiizeyini en az %80 kaplayan hiicrelerin zerindeki
vasat uzaklastirildi. Uzerine 500 ul virus eklenerek 37 °C’lik %5 CO2’li etiivde (Jouan,
TGO 150, Fransa) 1 saat adsorbsiyonlu yontemle inokule edildi. Sure sonunda hiicre
klltir sisesinin hacminin %10'u kadar vasat eklendi. Virus ekimini takiben her giin
invert mikroskopta hiicre morfolojisi incelenen kilturler 5. gliniin sonunda -80 °C’lik
dondurucuya kaldirildi. Dondurulan hiicre kiiltiir siselerindeki viruslar 37 °C’lik su
banyosunda ¢0zduruldi. Ardindan hiicre ve virus karisimisantrifiij tiipline alinarak +4
°C’de, 3000 rpm hizda 10 dk stireyle santriflij islemi gerceklestirildi. SUpernatant farkli
bir siseye alinarak -80 °C dondurucuda (Panasonic, MDF-US386S, Japonya)

muhafaza edildi.

3.2.1.2. Mikrotitrasyon Testi

Uremeleri teyit edilen ncp karakterdeki viruslarm mikrotitrasyon ydntemi ile
enfektivite giigleri daha once belirlendigi sekilde sulandirma yontemiyle belirlendi
(Ozkul, Yesilbag, & Burgu, 2002). Oncelikle virusun DMEM icerisinde 10 basamakl
olarak 10 katl (logi0) sulandirmasi yapildi. Hazirlanan sulandirmalar 96 gézIi pleytte
ilgili basamaklara 4’er g6z olacak sekilde 100 pl dagitildi. Ayrica hiicre kontrol
gOzlerine 100 pl DMEM; virus kontrol gozlerine 50 pl DMEM ve 50 pl
sulandirilmamis virus eklendi. Her goziin iizerine 200.000 hiicre/ml olacak sekilde
hazirlanan MDBK hiicre siispansiyonundan 50 pl ilave edildi. Pleytler 37 © C’lik %5
CO2’li etlivde inkibasyona birakildi. Viruslarin titre degerleri hesaplanmasinda

Spearman—Kaerber yontemiyle belirlendi.

3.2.1.3. Indirekt iImmunoperoksidaz Monolayer Assay (IIPMA)
Test protokoli Alpay, & Yesilbag, (2015) tarafindan belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. Nonsitopatojen karakterdeki virus iiremelerinin teyidi i¢in 100.000

hiicre/ml oranindaki MDBK hiicre suispansiyonundan 24 gozlu makro pleytlerdeki
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(Corning, ABD) her bir goze 1 ml aktarild1 ve daha nceden iiretilen viruslardan (Tablo
3) her bir géze 100 pul inokule edildi. Ardindan 37 °C’lik %5 CO2’li etiivde 3 giin
streyle inkubasyona birakilan pleytler 80 °C’ye ayarlanmis etlivde 3 saat boyunca
fikzasyona tabi tutuldu. Fikse edilen hiicrelerde permeabilite artisini saglamak igin
go6zlere 200 ul D-glikopyranosid (Sigma, 03757, ABD) eklenip, oda sicakliginda 10
dk bekletildi. Ardindan tiim gézler 1 kez PBS ile yikandi. Her goze 200 pl olmak tizere
Tween-PBS (1x PBS, %0,05 Tween 20 Merck, 822184) icerinde 1:300 oraninda
sulandirmasi yapilan monoklonal antikor (1/4/7) eklenerek 90 dk 37

°C’de inkiibasyona birakildi. Ayni kosullar altinda sirastyla 1:300’luk sulandirmasi
yapilan biotinle isaretli anti-BVDV fare konjugat1 (Pierce, 31800, ABD) eklendi.
Inkiibasyon ve tiim gozleri 4 kez PBS ile yikamay1 takiben 1:400’luk sulandirmasi
yapilan strepto-avidinle isaretli HRPO konjugat1 (Pierce, 21124, ABD) eklendi ve
90 dk inkiibe edildi. Siire sonunda 4 kez PBS ile yikama yapildiktan sonra substrat
solusyonu (%0,05 H20., 2 mg AEC (Sigma, A5754, ABD) / 3 ml di-metil-formamid
(DMF) (Sigma-Aldrich, 40255, ABD), 4,7 ml Na asetat buffer) ilave edildi. Sonuglar,
substrat ilavesini takip eden 30 dk icerisinde invert mikroskopta (Nikon Eclipse,
TS100, Japonya) kirmizi kahverengi hiicre i¢i boyanma goriilmesine gore

degerlendirildi.

3.2.1.4. Multiplicity of Infection (MOI) Degerlerinin Belirlenmesi

Her bir hicreyi enfekte eden virus partikill sayisinin belirlendigi MOI
(multiplicity of infection) testleriyle, as1 i¢erigindeki viruslarin Uretilmesinde en uygun
MOI degerlerinin belirlenmesi amaglandi. Test edilecek MOI degerleri i¢in ayr1 ayri
25 c¢m? hiicre kiiltiir siselerine 100.000 hiicre/ml yogunlugunda MDBK hiicre hatti
olusturuldu. Daha 6nce titre degerleri belirlenmis olan viruslarin enfektif partikl
sayisina gore 1, 0,1 ve 0,01 MOI degerlerinde sulandirmalar1 hazirlandi. MOI degeri
kiclldikce gereken enfektif viral partikiil sayisi azaldigindan tiim hiicre Kiltur
siselerine esit hacimde virus inokulasyonu amaciyla total hacim steril PBS ile
tamamlandi. Adsorbsiyonlu yontemle virus ekimleri tamamlanan hicreler 5 gln
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li etlivde inkibe edildi. Siire sonunda -80 °C’de dondurulan
hiicreler 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda ¢ozdurulerek santriiftij islemine (3000

rpm/10 dk) tabi tutuldu. Elde edilen supernantlara mikrotitrasyon testi

34



yapildi. Virus tiremeleri [IPMA testiyle belirlendi. MOI hesaplamalarinda agagida
belirtilen formiil kullanild1 (Abedon, & Bartom, 2013).

MOI= Hacim (Ekilecek miktar) x Virus Titresi (logio DKIDso/ ml)

Kulturdeki Hicre Sayisi

3.2.15. Cogalma Egrisinin Belirlenmesi

Oncelikle 100.000 hiicre/ml oranindaki MDBK hiicre hatt1 hazirlanmis 24
gozlu pleytlere optimum MOI degerinde esit hacimlerde virus ekimleri
gerceklestirildi. As1 adayr viruslarin zamana bagh titre degisimlerini belirlemek
amaciyla daha 6nce birdirilen protokoller uygulandi (Gong ve ark., 1996). Bu amagla
inokulasyon sonrasi 5 giin siiresince belirli araliklarla sadece tist sividan ve hiicre+iist
stv1 ornekleri toplandi. Virus titrelerini belirlemek {izere hiicre ekimini takiben ilk iki
gin 6 saat araliklarla, sonraki 3 gin 8 saat araliklarla Ornekler toplanarak
mikrotitrasyon testi uygulandi. Bu slrecte elde edilen Ust sivilar1 islem bittikten sonra
-80 °C’de muhafaza edildi. Mikropleytlerdeki virus iiremelerini teyit etmek amaciyla
ITPMA testleri gerceklestirildi. BVDV TR-21 susu i¢in yapilan deney sonucunda iist
stvi ve Ust stvithiicre orneklerinde titre farkliligi gézlenmedigi i¢in diger viruslarda

sadece tist s1v1 toplandi.

3.2.1.6. Tohum Stoklarimin Olusturulmasi

As1 aday1 olarak belirlenen suslarin Ana tohum stogunu (master virus seed)
olusturmak amaciyla 175 cm? hiicre ekim kaplarma 100.000 hiicre/ml yogunlugunda
MDBK hiicresi hazirlandi. Her virus i¢in belirlenen optimum MOI degerinde virus
ekimleri gergeklestirildi. Viruslar cogalma egrisinde tespit edilen en yiiksek titre
verdigi saate gore toplandi. Daha 6nce bahsedilen sekilde dondurup-¢ozdirme
isleminin ardindan hiicrelerden klarifiye (3000 rpm, 30 dk) edilen Ust sivilardan
mikrotitrasyon testi yapildi. Elde edilen Ust sivi kriyotiiplere porsiyonlanarak —
80°C’de muhafaza edildi. Ardindan buradan alinan Kriyotuplerden tekrardan benzer
kosullarda ekim yapilarak Calisma Tohum stogu (Working virus seed) olusturuldu.
Tohum suslarinin safliginin teyidi virolojik ve bakteriyolojik testlerle gerceklestirildi.
Tohum stoklarinda titre belirlenmesi yukarida agiklandigi sekilde mikrotitrasyon

testiyle yapildi.
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3.2.1.7. Asi Antijeninin Uretilmesi

Asi formilasyonunda kullanmak tzere belirlenen viruslarin yiiksek hacimlerde
(>500 ml) dretimleri gerceklestirildi. Bu amagla roller hiicre kiltur siselerine 100.000
hiicre/ml oraninda MDBK hiicre kiltlrl olusturuldu. Kiltlr siseleri roller sistemde
(Thermo Scientific, 88881004) 37 °C’lik etlivde inkiibe edildi. Tohum stogundan
alinan viruslarin benzer sekilde optimum MOI degerinde ekimleri gerceklestirildi ve
cogalma egrisi verileri g6z 6nune alinarak toplandi. Santrifij islemiyle (+4 °C, 3000
rpm, 30 dk) hicrelerden arindirilan Ust sivida mikrotitrasyon testi yapildi. Virus
titresini belirlemek amaciyla IIPMA testigergeklestirildi.

3.2.2. Downstream Proses Asamasi

3.2.2.1. Inaktivasyon Kinetiginin Belirlenmesi

Viruslar: inaktive etmek icin kimyasal bir madde olan Binary etilenimin
(Binary ethylenimine, BEI) kullanildi. Deneye baslarken adsorbsiyonlu virus ekimi
icin bir giin 6nceden 96 gozlii mikropleytlerde MDBK hiicre hatt1 hazirlandi. Deneye

baslamadan 6nce virus stogundan kullanim dncesi mikrotitrasyon testi yapildi.

Her bir virus stogundan 20 ml alinip 2 adet 50 ml’lik beherlere aktarildi. Bir
beherde 20 ml virus stoguyla 200 ul inaktivan madde karistirilip orbital calkalayiciya
yerlestirildi ve 26 °C’de inkiibasyona birakildi (Sekil 4). Diger beherdeki kontrol virus
stoguna inaktivan madde eklenmeyip ayni kosullarda inkiibe edildi. As1 aday viruslar
icin en uygun inaktivasyon siiresini tespit etmek amaciyla deney baslangicmitakiben
6.saatte inaktivanli ve inaktivansiz virus silispansiyonundan 2’ser ml alarak Stok
tiplerine aktarildi. Inaktivasyonu durdurmak icin 2 ml virus stoguna 6 pl sodyum
tiyosulfat ilave edilerek 4 °C’de 1 saat slreyle manyetik karistiricida karigtirildi.
Alman test ve kontrol virus siispansiyonlarinda mikrotitrasyon testi yapildi. Bu amagla
log1o tabaninda sulandirilan virus siispansiyonlar1 daha once hazirlanan mikropleyt
gOzlerine aktarildi. Bu uygulama inaktivasyon sirecinin 8.,10., 12., 14., 16., 18.,
20., 22. ve 24. saatlerinde alman 6rneklere ayn1 sekilde tekrar edildi. Virus tremesinin
tespiti amaciyla indirekt immunperoksidaz monolayer assay (IIPMA) testi

gerceklestirildi.
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Sekil 4: inaktivasyon kinetigi deney diizenegi.

A: Inaktivanl ve inaktivansiz virus siispansiyonlarinin etiivde inkiibasyonu, B: Inaktivasyon isleminin

+4 °C’de sonlandirilmasi

3.2.2.2. Inaktivasyon Kontrolii

Viruslarin inaktivasyonunu teyit etmek amaciyla inaktive edilmis virus 6rnegi
(200 pl) 24 gozli mikropleytte hazirlanmis MDBK hicre kulttrine (100.000
hiicre/ml) inokule edildi. Testte pozitif kontrol virusu olarak nonsitopatojen BVDV -
FLK susu kullanildi. Ekilen viruslar 7 gln takip edildikten sonra toplanip tekrarhiicre
kiltdriine ekimleri saglandi. Boylelikle 3 kor pasajin ardindan IIPMA testiyle

viruslarin inaktivasyonu teyit edildi.

3.2.2.3. Viral Antijenlerin Inaktivasyonu

Inaktivasyon kinetigi belirlenen BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 suslar1 as1
formilasyonuna katilmak Uzere inaktivasyon islemine tabi tutuldu (Sekil 5). Buamagla
daha once belirtildigi sekilde inaktivan madde (Bolim: 3.1.6.) hazirlandi. Bu iglem i¢in
yeterli titreye sahip BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 suslar1 inaktivasyon isleminden
once 3000 rpm, 30 dk ve +4 °C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar farkli bir siseye
aktarildi. Herbir susa ait sipernatantin tizerine %1 oraninda inaktivan madde eklendi.
Yukarida bahsedilen inaktivasyon kosullar1 (Boliim: 3.2.2.1.) benzer sekilde
uyguland1. Inaktivasyon kinetigi sonucunda belirlenen inaktivasyon saatleri dikkate
alinarak inaktivasyon islemi durduruldu. Inaktivasyon sonucunda elde edilen
orneklerde inaktivasyon islemini teyit etmek amaciyla inaktivasyon kontroli

gerceklestirildi.
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Sekil 5: As1 formiilasyonun kullanilacak olan viruslarin (BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15) BEl ile

inaktivasyon iglemi

3.2.2.4. Virus Konsantrasyonu islemi ve Diyaliz

Ast antijeni olarak dretilen viruslar1 konsantre etmek wve hicresel
mikromolekiillerden armmdirmak amaciyla 30.000 Nominal Molekiiler Agirlik Limit
(NMWL) (Vivaspin 20, Sartorius Z614629) ozelligine sahip ultrafiltrelerle
konsantrasyon islemi gerceklestirildi. inaktive edilen BVDV TR-21, TR-26 ve TR-
15 suslar1 konsantrasyon isleminden 6nce 3000 rpm, 30 dk ve +4 °C’de santrifiij edildi.
Her bir virus icin filtreli santrifij tiplerine ilgili virusun isimlendirilmesi yapildi. Ust
hazneye 16 ml virus stogu eklendi. Tiipler +4 °C’de 4100 rpm hizda 10 dk boyunca
santrifiij edildi. Ustte kalan miktar ‘1> olarak numaralandirilan siseye aktarildu.
Filtrenin altinda kalan kisim ise ‘2’ olarak numaralandirilan siseye aktarildi. Bu islem
virus stoklar1 bitene kadar tekrar edildi. islem sonunda 1.sisedeki konsantre virus
stoguna baslangic hacmine tamamlamak icin steril PBS eklendi. Hicresel
proteinlerden arinmis ‘1’ nolu sisedeki virus stogu ikinci kez ayni kosullar altinda
ultrafiltrasyona tabi tutuldu. Bu filtrasyon sonucunda iistte kalan miktar ‘3’ nolu siseye,
altta kalan miktar ise ‘4> nolu farkli bir siseye aktarildi (Sekil 6). Islem sonunda ‘1°,
2°, ‘3° ve ‘4’ nolu siselerden 6rnek alinarak BVDV Ag ELISA testleri yapildi.
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Sekil 6: Antijen hazirlama sirasinda ultrafiltrasyon islemleri (Ornek olarak TR-15 susunun gorselleri

sunulmustur.)

A: Ultrafiltrasyon islemi sonrast uistteki konsantre virus ve alttaki filtrat, B: Konsantrasyon igleminde tekrarlanan islemler

sirasinda konsantre virusun ve filtratin belli oldugu numaralandirilmis siseler

Ultrafiltrasyon yontemiyle konsantre edilmis olan virus antijenleri
spektrofotometrik Glclimlerden daha iyi sonu¢ alinabilmesi amaciyla ve in-house
ELISA testinde antijen hazirhiginda kullanilmak {izere diyaliz islemine tabi tutuldu.
Vasattaki fenol kirmizis1 steril beyaz PBS’e (8 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 2,37 gr NazHPOq,
0,2 gr KH2POg4, 1 1t distile su) kars1 diyaliz edilerek giderildi. Diyaliz igin virus
stispansiyonlar1 diyaliz tuptne (Sigma-Aldrich, D9777) aktarildi (Sekil 7).

Sekil 7: Antijen stogunda diyaliz islemi

A: Konsantre edilen virus antijenlerinin PBS’e kars1 diyaliz islemi, B: Diyaliz islemi sonras1 elde edilen siispansiyon
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Diyaliz tipu, 1 It steril beyaz PBS icerisine yerlestirilerek manyetik
karistiricida dondiirtildii. Yarim saat sonra PBS dokiildii ve tekrardan ayn1 miktarda
PBS eklendi. Bu iglem 5 kez tekrar edildi. Ardindan son kez erlen igerisindeki PBS

degistirilerek +4 °C'de gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi.

3.22.5. ELISA ile Antijen Tespiti

Virus konsantrasyon islemi sonrasinda elde edilen konsantre virus
stispansiyonunun tespiti ve ultrafiltreden gecen sivinin antijen yonunden negatif
oldugunu teyit etmek amaciyla BVDV antijen ELISA kitleriyle (Herdcheck/Idexx,
Isvigre) test edildi. Uretici firmanin dnerdigi sekilde test protokolii uygulandi. Test
pleytleri ELISA okuyucuda (Thermo-Multiskan EX, Finlandiya) 450 nm dalga

boyunda okutulduktan sonra degerlendirmeye alind.

3.2.2.6. Protein Ol¢climu
Astigeriginde kullanilmak (izere konsantre edilen antijen siispansiyonlarindaki
protein miktarlar1 UV spektrometresi ile 280 nm ve 260 nm 6lglimi neticesinde ortaya

¢ikan degerler ile hesaplandi.

3.2.2.7. Hemadsorbsiyon Testi

As1 hazirligr kapsaminda asi igeriginde kullanilacak olan virus stoklarmnin
hemaglutine edici viruslar yoniinden ari oldugunu géstermek amaciyla hemadsorsiyon
testi gergeklestirildi. Test icin 24 go6zIi hicre kiltir pleytlerine MDBK hiicre hatti
(100.000 hiicre/ml) hazirlandi. Her bir virus igin pleytte toplam 8 adet g6z hazirlanarak
4 tanesine pozitif kontrol (2 gbze 1/10 ve 2 g6ze 1/100 sulandirilmis PI-3 virusu) ve 2
tanesine test edilecek ornek (tohum stogu) 200 pl ekildi. Kalan 2 kultir negatif
kontrol olarak takip edildi. Ekimi takiben ertesi guntim gozler 37 °C’ye sitilmis
PBS ile 3 kez yikandi ve test gozlerine 1’er ml % 0,1” lik kobay eritrositi eklendi.
Pleyt +4 °C’de 30 dk inkubasyona birakildi. Ardindantest gozleri 3 kez PBS ile

yikanarak hemadsorbsiyon olusumu yoniinden invert mikroskop altinda kontrol edildi.

3.2.2.8. Bakteriyolojik Kontrol
Ana tohum stoklarm, asi formiilasyonlarmm (F-1, F-2, F-3 ve F-4)

bakteriyolojik yonden kontrolii amaciyla blood base agara ekimleri gergeklestirildi.
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3.2.2.9. Ags Bilesenleri ve Formilasyon

Ast igeriginde kullanilmak tizere 4 farkli adjuvant sistemi (yag bazli, su bazli
ve saponin i¢eren) segildi. Su bazli adjuvant olarak Aliminyum hidroksit jel (AIOHs3)
ve AlOHs+Saponin kombinasyonlar1 kullanilirken, yagli adjuvant olarak Montanide
ISA 206 ve ISA 50 kullanildi. Calisma kapsaminda 4 farkli asi kombinasyonu
olusturuldu. As1 hazirhigi 6ncesinde AIOH3 otoklavda 120 °C’de 15 dk’da steril hale
getirildi. Saponin 100 mg/ml olacak sekilde PBS icerisinde ¢6zdirildikten sonra 0,22
nm enjektor filtreden gecirildi. Ayn1 zamanda ISA 50 ve ISA 206 adjuvantlarida
0,22 nm enjektor filtreden gegirilerek steril hale getirildi. Her bir formul igin gereken
antijen, adjuvant ve PBS miktarlar1 hesaplandi (Tablo 4).

Tablo 4: As1 formiilasyonlarmnin igerigi

Formulasyon Adjuvant tipi Adjuvant kullanim  Her bir antijen konsantrasyonu
oranl (1 doz as1)
F-1 Aliminyum hidroksit jel (AIOH3) %20 1056
F-2 Alimiinyum hidroksit jel (AIOH3) +Saponin %20+0,25 mg/ml 1056
F-3 Yaglh adjuvant (ISA50) %50 1056
F-4 Yagli adjuvant (ISA206) %50 1056

Antijenler formiilasyonda belirlendigi miktarda karisim siselerine aktarildi.
Ardindan belirlenen oranlarda adjuvantlar ve PBS eklendi. Yag bazli olan ISA 50 ve
ISA 206 adjuvantlarinin karisimda homojen olmasi i¢in 10 saat araliklarla kademeli
olarak aktarildi. Sigelerin i¢ine steril manyetik ¢ubuk eklenerek +4 °C’de manyetik
karistiricilarda 72 saat boyunca karistirildi. Siire sonunda formiilasyonlar flakonlara
dagitilarak kapakland: ve ilgili etiketlendirme yapildiktan sonra +4 °C’de muhafaza
edildi (Sekil 8).
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Sekil 8: As1 hazirlig: siireci

A: As1 antijenleriyle adjuvantlarin +4 °C’de manyetik karistiricida homojen hale getirilmesi, B: Hazirlanan ast
formiilasyonlarinin ast flakonlarina porsiyonlanmasi, C: As1 flakonlarinin tizerine ilgili formiilasyona ait bilgileri
etiketlendirme, D: Hazirlanan as1 formiilasyonlarinin ilgili kutulara dagitilip +4 °C*de depolanmasi

3.2.3. Immunizasyon Siireci ve Serolojik Cahsmalar

3.23.1. Deney Hayvanlarina As1 Uygulamalar

Kobay ve fare deneylerine baglamadan 6nce deney hayvanlarmin BVDV
antikorlar1 yoniinden negatif olduklarini teyit etmek amaciyla BVDV-NADL susuyla
virus notralizasyon testi ger¢eklestirildi. Antikor yoniinden negatif oldugu teyit edilen
kobaylara 21 giin arayla 2 kez immunizasyon islemi gerceklestirildi. Oncelikleas1 ve
kontrol gruplarindaki her hayvandan isofluran aneztezisi altinda vena cava’dan

0. gin kan ornegi alindi. Belirlenen gruplara ilgili formulasyonlardan 0,6 ml as1
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intramuskuler enjeksiyon yoluyla verildi. Kontrol grubuna 0,6 ml steril PBS yapild:.
Ikinci immunizasyonun ardindan (21. giin), 30 giin araliklarla (51., 81. ve 111. giin)
kan alimlar1 gerceklestirildi (Tablo 5, Sekil 9). As1 giivenirligi agisindan ilk doz agidan
itibaren hayvanlar 21 gun sureyle klinik bulgular yonunden takip edildi. Alinan kan
orneklerinden +4 °C’de 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serum elde edildi ve 56
°C’de 30 dk inaktivasyon islemi uygulandi. Serum 6rnekleri homolog ve heterolog

suslarla notralizasyon testlerinde kullanildi.

Farelere ise 14 giin arayla immunizasyon islemi uygulandi. Belirlenen gruplara
ilgili formilasyonlardan 0,3 ml intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi yapildi. Kontrol
grubuna 0,3 ml steril PBS yapildi. Farelerde 0. giinden itibaren 28., 35., 42. ve 49. gin
her gruptan 3 hayvan secilerek isofluran aneztezisi altinda kalpten kan alinarak
sakrifiye edildi (Tablo 5, Sekil 9). Farelerde de ilk doz asidan itibaren14 giin boyunca
hayvanlar klinik bulgular yoniinden incelendi. Alinan kanlar kobay kanlarmma benzer

sekilde islendi.

Tablo 5: Kobay ve farelere uygulanan immunizasyon ve takip agamalari

Deney hayvam Zaman (gun, pi)
Kobay 0. 21. 51. 81. 111.
As1 uygulamast + +
Kan alimi + + + + +

Zaman (gun, pi)

Fare 0. 14. 28. 35. 42. 49.
As1 uygulamast + +
Kan alimi + - + + + +

pi: post-immunizasyon
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Sekil 9: Deney hayvanlarinda immunizasyon ve kan alimi islemleri

A: Kobaylarda intramuskuler as1 uygulamasi, B: Farelerde intraperiteneal as1 uygulamasi, C:

Kobaylarda vena cava’dan kan alimi, D: Farelerde kalpten kan alim1

3.2.3.2. Notralizasyon Testi

Kobay ve farelerde yapilan asi immunizasyon calismasiyla elde edilen
serumlarin hem homolog (BVDV-1l, BVDV-1f, BVDV-2) hem de heterolog (BVDV-
la, NADL susu; BVDV-2b, Gi-ll susu) suslara karsi gelisen notralizan antikor
dizeyleri belirlenerek agmm in-vitro potens testleri gerceklestirildi. Bu amagla 2 kath
(log2) sulandirilan 6rnekler Standart Serum Nétralizasyon-50 (SNso) yonteminden
yararlanilarak test edildi. Asi antijeni hazirlanmasi sirasinda virus UOretiminde
kullanilan MDBK hiicre hattt kaynakli non-spesifik reaksiyonlarm Oniine
gecilebilmesi amaciyla SN testlerinde SFT-R hiicre hatti kullanildi. SFT-R hiicre
hattt bir giin 6nceden 200.000 hicre/ml yogunlugunda hazirlandi ve 96 gozlu
mikropleytteki gozlerine 60 pl olacak sekilde dagitildi Inaktive edilmis serum

ornekleri log. tabanina gore sulandirildi. Bu amagla mikrotitrasyon pleytindeki her
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gbze 50 ul vasat (DMEM) dagitildi. Serumlar ilk sirada ilgili kuyucuklara ikiser goz
olacak sekilde 50 pl eklenerek 2 oraninda sulandirildi. Cok kanalli pipet yardimiyla
ilk siradaki g6zlerden 50’ser pl alindiktan sonra ikinci goze aktarildi ve son basamaga
(1:2048) kadar islem tekrar edildi. Hiicre ve virus kontrol gozleri hazirlandiktan sonra,
100DKIDsp oraninda sulandirilmis virustan hiicre kontrol disindaki tim gézlere 50 pl
ilave edildi. Test pleyti inkubatore kaldirilarak 37 °C’de

1 saat sureyle notralizasyona birakildi. Serumlarin hicreler Gzerindeki toksik
etkisinden sakinmak amaciyla {ist sivi uzaklastirildi ve her goze 150 pl serumsuz vasat
ilave edildi. Sitopatojen viruslarin Uretilmesi mikroskop altinda her gln
degerlendirildi. Non-sitopatojen viruslarla yapilan testlerin degerlendirilmesi igin
mikropleyt 5. giin fikze edilerek indirekt immunoperoksidaz monolayer assay (1IPMA)

testi uygulanda.

3.2.3.3. In-house ELISA

Notralizasyon testine ilave olarak hem komfirme edici bir yontem olarak hem
de hiicre Uzerinde serumlardan kaynakli toksik etki riskini bertaraf etmek (zere
alternatif bir yontem olarak In-house ELISA protokolii uygulandi. Bu amacla 6ncelikle
standardizasyon islemleri gergeklestirildi. Hazirlanan 3 farkli antijen hem ayri ayri
hem de karistirilmis (mix) halde, karbonat-bikarbonat tamponunda (pH 9,6) 250 ng/w,
500 ng/w, 750 ng/w ve 1000 ng/w konsantrasyona hazirlanarak 96 gozlii ELISA
pleytlerine (MaxiSorp, NUNC) 100 ul/w miktarmnda dagitilarak gece boyunca4 °C'de
inkiibasyona birakildi. Pleytlerde gerekli isarctlemelere yapilarak 8 gézii konjugat
kontrol ve negatif kontrol gozleri olarak ayrildi. Pleytler % 0,05 Tween 20 (PBS-T)
iceren PBS ile bes kez yikandi ve daha sonra bloklama islemi amaciyla gozlere PBS
icinde %3 oraninda sulandirilmis siit tozu ilave edildi. Pleytler, 37 °C'del saat stireyle
inkiibasyona birakildi. PBS-T ile bes kez yikandiktan sonra serum dillisyonlarinin
standardizasyonu amaciyla PBS iginde 1:10, 1:20, 1:40 ve 1:80 oranlarinda
seyreltilmis 100 pl serum 6rnegi ilgili gozlere aktarildi. Konjugat ve substrat kontroli
icin test kontrol gozlerine 100 ul PBS dagitildi. Pleytler 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi,
yikama igleminin ardindan kobaylar i¢in konjugat sulandirmalar olarak 1:500, 1:1000
ve 1:2000 oraninda sulandirilmis peroksidazla konjuge ke¢i anti-guinea pig 1gG
(A18775, Invitrogen) ve fareler icin 1:5000, 1:10.000, 1:15.000 ve 1:20.000 oraninda
sulandirilmig peroksidazla konjuge kegci anti-mouse 1gG (31430, Invitrogen) her goze
(subsrat kontrol gozleri disinda) 100 pl dagitilarak
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37 °C'de 1 saat inkiibe edildi (Sekil 10). Sekiz kez yikadiktan sonra, her kuyuya 100
pl O-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD, Sigma, P9187) substrat1 eklendi.Oda
sicakhiginda 30 dk inkiibasyonun ardindan, 0,18 M H2SOs ilavesiyle reaksiyon
durduruldu. Optik dansite (OD) degerleri, ELISA okuyucu ile 450 nm'de (ODaso)
belirlendi. Standardizasyon isleminde tespit edilen antijen, serum ve konjugat

sulandirma oranlar1 kullanilarak kobay ve fare serum drneklerinin testine gecildi.

Sekil 10: In-house ELISA standardizasyon ¢aligmasinda antijen sulandirmalarinin dagitilmasi

3.3. Istatistik Analiz

Tez ¢alismas1 sonucunda degisik viruslara karsi gelisen antikor titre degerleri
arasindaki istatistiksel farklar icin Mann-Whitney U testi ve ayn1 grup icerisindeki
zamana bagl degisimler icin ise Paired Sample T testi uyguland1. Istatiksel verileri
degerlendirmek amaciyla IBM SPSS Istatistik 23 (Chicago, IL, ABD) programi
kullanildi. Kobay serumlarindan elde edilen SNsp degerlerinin log, tabanina karsilik
gelen degerleri hesaplanarak istatistiki analiz ger¢eklestirildi. Fare serumlarida ileri
serum sulandirmalar testlere dahil olmadigindan istatiksel verileri degerlendirilmedi.
Bagimsiz gruplarm karsilastirmasinda istatistiki 6nem P<0,05 alinirken, ayni grup
icindeki zamanlar karsilastirildiginda 6 kez analiz oldugu igin zamana bagh
degisimlerde istatistiki 6nem P<0,016 (a/k, a sabit say1; 0,1/6=0,016 ) dikkate alind1.
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4. BULGULAR
4.1. Upstream Proses Asamasinda Elde Edilen Sonuclar

4.1.1. Viruslarin IIPMA Testiyle Teyidi ve Titrasyon Sonuclari
As1 adayi olarak segilen viruslarin birinci pasajlarindaki tiremeleri IIPMA testiyle
teyit edildi. Ardindan viruslar ikinci pasaja tabi tutuldu ve mikrotitrasyon yontemi ile

enfektivite giicleri belirlendi (Sekil 11).

Sekil 11: Nonsitopatojen karakterdeki virus Uremelerinin IIPMA ile tespiti

A: invert mikroskopla tespit edilen virus iireme alanlar1 (10x bilyitme), B: Uretilen viruslarin mikrotitrasyonu

Calismalar sonunda Ureme karakteri ve titre gibi (Doku enfektif doz 50,
DKIDspo) kriterler yoniinden en iyi sonucu veren BVDV-1I (TR-21) ve BVDV-1f (TR-
26) suslar1 ile BVDV-2b grubunda yer alan tek izolat olan (TR-15) susu as1 viruslari
olarak belirlendi (Tablo 6).
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Tablo 6: As1 igeriginde kullanilacak olan aday viruslarin titre degerleri

BVDV-1 ve 2 alt grubu Virus izolatlar1  Enfektif titre

(DK IDso)
BVDV-1f TR-26 10478
BVDV-1f TR-38 10450
BVDV-1l TR-1 10475
BVDV-1I TR-16 10-400
BVDV-1l TR-21 10625
BVDV-1I TR-29 10-500
BVDV-2b TR-15 1047

4.1.2. Multiplicity of Infection (MOI) Degerleri

As1 adayi1 viruslarin sonraki testlerde kullanmak tizere optimum titreyi veren MOI
degerleri mikrotitrasyon testiyle belirlendi (Tablo 7). Buna gore test edilen 1, 0,1 ve
0,01 MOI degerleri arasindan TR-21 i¢cin 1 MOI, TR-26 ve TR-15 i¢in 0,1 MOI en

yiiksek titreyi veren optimum deger olarak tespit edildi.

Tablo 7: Farkli MOI degerlerinde ekilen TR-21, TR-26 ve TR-15 viruslarinin logio DKIDso titreleri

MOI degeri Titre (Logio DKIDso)
TR-21 TR-26 TR-15
1 10-625 1055 1035
0,1 1055 10575 10+
0,01 10525 105 1035

4.1.3.BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 Suslarinin Cogalma Egrileri

MOI hesaplamasi tamamlanmis olan viruslarin ¢ogalma egrisi olusturulup, en
yiiksek titrelere kagmcei glinde ve hangi saat araliklarinda ulastig: tespit edildi. TR-21
susunda iist sivi ve monolayer hiicret+iist s1v1 6rneklerinde zamana bagli 6nemli bir
titre farklilig1 tespit edilmedi (Sekil 12). Cogalma egrisi verilerine gore TR-21 susunun
hiicre kiltiirine virus ekimini takiben 48. saatte (DKIDso degeri 10°>7°), TR- 26
susunun 12. saatte (DKIDso degeri 10°) ve TR-15 susunun ise 36. saatte (DKIDso
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degeri 10*°) en yiiksek titre degerlerine ulastig1 gosterildi (Sekil 13). TR-26 susu

112. ve 114. saatlerde de 107 titre degerinde oldugu saptandi.

Logio DKIDs titre degeri (10%)

TR-21 susunun Cogalma Egrisi

12 18 24 30 36 42 48 56 64 72 80 88 96 104 112
Enfeksiyon sonrasi zaman (saat)

Ust s1vi Huicre+iist sivi

Sekil 12: TR-21 susunun hiicre kiiltiir iist sivisi ve hiicre monolayeri + kiiltiir iist sivinsinda Saptanan

zamana bagli titredegisimleri

Logio DKIDsg titre degeri (10%)

=

TR-21, TR-26 ve TR-15 Suslarimin Cogalma Egrileri

~% \5L # 5.5
25 7 ' 25 —5955.25
5 o~ 5 e S 5 = =z 3 5

25
D 4
7375 3.75 3.75
35 35 35
375 335

2.75

0
12 18 24 30 36 42 48 56 64 72 80 88 96 104 112

Enfeksiyon sonrasi1 zaman (saat)

TR-26 TR-21 TR-15

Sekil 13: BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 suslarinin zamana gore Logio DKIDsy titre degerleri
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4.2. Downstream Proses Asamasinda Elde Edilen Sonuclar

4.2.1.Inaktivasyon Kinetigi ve Inaktivasyon Kontroli

BEI ile kimyasal inaktivasyon iglemine tabi tutulan as1 viruslarinmn inaktivasyon
kinetigi verileri Sekil 14-16’da gosterilmistir. Buna gére TR-21 susunun inaktivasyon
islemini takiben 16. saatte, TR-26 ve TR-15 suglarinin ise 10. saatte tamamen inaktive

oldugu tespit edildi.

TR-21 inaktivasyon kinetigi

5.25

5
X
S 4 Inaktivanl virus
§ \ slispansiyonu
g3 25 Inaktivansiz virus
[a]

[~
H 2 slispansiyonu
2 5 A

Sekil 14: BEI ile inaktivasyona tabi tutulan BVDV TR-21 virusunun zamana bagli olarak degisen

titreleri

TR-26 inaktivasyon Kinetigi

4

S \

- .

g3 25 25 inaktivanh virus

v \_\ siispansiyonu

e 5 Inaktivansiz virus
\ stispansiyonu

1

0 6 8 10 12 14
inaktivasyon siiresi (saat)

Sekil 15: BEI ile inaktivasyona tabi tutulan BVDV TR-26 virusunun zamana bagli olarak degisen

titreleri
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TR-15 inaktivasyon kinetigi
45 _ 425 425 4.25
4 AN ~ 375 3.75
N\
35 \ 3.25 /
\ ~
. ° s
S 25 )
8 \ s [naktivanli virus
g 2 slispansiyonu
a 15 \ Inaktivansiz virus
: \1 siispansiyonu
1 \
0.5 \) 0 0
0
0 6 8 10 12 14
inaktivasyon siiresi (saat)

Sekil 16: BEI ile inaktivasyona tabi tutulan BVDV TR-15 virusunun zamana bagli olarak degisen

titreleri

4.2.2. As1 Formiilasyonunda Kullamlacak Antijenlerin Inaktivasyonu
Inaktivasyon kontrolii amaciyla 24 gozlii makro pleytte yapilan IIPMA testine

gore (Sekil 17) virus kontrol olarak inokule edilen FLK susunun boyandigi, inaktive

edilen viruslarda ve hiicre kontrol goziinde boyanma olmadig1 goriildii. Boylelikle

inaktivasyon isleminin basariyla gergeklestigi gosterildi.

Sekil 17: Inaktive edilen viruslarin 3 kor pasajin ardindan 1IPMA testiyle teyidi

4.2.3. Antijenlerin Konsantrasyon Sonuglari

Ultrafiltrasyon yontemiyle konsantrasyon isleminin ardindan konsantre edilen
stispansiyonun (konsantrat) (Tablo 8) ve filtreden gegen siispansiyonun (filtrat) BVDV
Ag ELISA ile tespit edilen OD degerleri Tablo 9°da sunuldu. Buna gore
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konsantratlarin oldukea yiiksek OD’lere sahip oldugu belirlendi. Filtratlarin ise

antijen yonunden negatif oldugu belirlendi.

Tablo 8: Ultrafiltrasyon sirasinda as1 suslarindan elde edilen konsantrat miktarlar:

As1 suslari Baslangi¢c hacmi 1.konsantrasyon 2.konsantrasyon
(Final hacim)
TR-21 257 ml 10,3 ml 7 ml*
TR-26 236 ml 138,5 ml 150 ml
TR-15 235,5ml 135 ml 150 ml

*: TR-21 susunun final hacmi 7 ml’ye distiigi icin steril PBS ile 80 mI’ye tamamlandi.

Tablo 9: Antijen hazirlama asamasinda konsantre edilen viruslarin ve filtratlarin BVDV Ag ELISA
ile elde edilen OD degerleri

BVD virus susu Test materyali OD degerleri
TR-21 Konsantrat 3,120
Filtrat 0,275
TR-26 Konsantrat 3,025
Filtrat 0,404
TR-15 Konsantrat 3,048
Filtrat 0,376

Onda bir (1:10) oraninda sulandirilmig virus siispansiyonlarinin 260 ve 280 nm
dalga boylarinda ol¢iimleri sonucunda elde edilen optik dansite degerleri protein
konsantrasyon nomogrami kullanilarak hesapland1 (Tablo 10). Uretilen virus

stispansiyonlarinda her 1 ml hacmindeki protein miktarlar1 Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10: BVDV TR-21, TR-26 ve TR-15 antijenleri igin hesaplanan protein miktarlari

Olgtim Protein miktari (1:10 dilisyon, mg/ml) Protein miktar1 (ana stok, mg/ml)
TR-21 2,516 25,16
TR-26 2,3609 23,60
TR-15 2,3058 23,05

4.2.4.Hemadsorbsiyon ve Bakteriyolojik Test Sonuglar:
Ana tohum stoklarina yapilan hemadsorbsiyon testine gore PI-3 virusuyla

enfekte pozitif kontrol gozlerinde hemadsorbsiyon gergeklesmis olup TR-21, TR-26

52



ve TR-15 ile enfekte gozlerde hemadsorbsiyon reaksiyonu negatif olarak saptandi
(Sekil 18). Boylelikle tohum stok viruslarinin hemaglitine edici viruslardan ari oldugu
teyit edildi. Ayn1 zamanda tohum stok virus stispansiyonundan ve formulasyondan
ekim yapilan blood base agar besiyerinde 37 °C’de 7 glnlik inkiibasyonun sonunda

bakteriyel Greme tespit edilmedi.

B

Sekil 18: Hemadsorbsiyon testi sonuglari

A:Virus ana tohum stogu (TR-21, TR-26 ve TR-15), B: Hiicre kontrol, C: Pozitif kontrol

4.3. immunizasyon Cahsmasinda Elde Edilen Veriler

4.3.1. Aday Asilarda Guvenlik Testi Sonuclan

Hazirlanan formiilasyonlari deney hayvanlar1 Gzerindeki etkileri klinikbulgular
yoniinden incelendi. Bu siiregte ilk (prime) doz asidan sonra ikinci (booster) doz asiya
kadar olan surede hayvanlarda siradis1 herhangi bir klinik bulgu gézlenmedi (Tablo
11).

Tablo 11: Immunizasyondan sonra deney hayvanlarmdaki klinik bulgular

F-1 F-2 F-3 F-4
Bulgular Kobay Fare Kobay Fare Kobay Fare Kobay Fare
Lokal Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
reaksiyon
Sistemik Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
reaksiyon
Olim Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
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4.3.2. In-house ELISA Standardizasyon Sonuclar

In-house ELISA standardizasyon islemininde veriler karsilagtirilarak yiiksek
OD degerleri dikkate alindi. Antijenin ayr1 ayr1 hazirlandigi pleytler ile miks antijenli
pleytlerin  kullanildigr test sonucglar1 karsilastirildiginda aralarinda OD degeri
bakimmdan 6nemli fark olmadig: tespit edildi (Tablo 12). Bu sonuglara gére miks
antijenle hazirlanan pleytlerle testlere devam edildi. Standardizasyon isleminde 750
ng/w oraninda sulandirilan antijen gézleri en uygun sulandirma oran1 olarak belirlendi
(Tablo 13, Sekil 19). Ayrica kobaylar icin serum sulandirmasi 1:20, konjugat
sulandirmasi 1:500 ve fareler i¢in serum sulandirma orani 1:20, konjugat sulandirma

orant ise 1:10.000 olarak tespit edildi (Tablo 12-14).

Tablo 12: Kontrol ve as1 gruplarindan segilen 6rneklerle miks antijenli pleyt ve tek antijenli pleyt
karsilastirmasi (ODaso)

Kaplanan Antijen

Deney grubu Miks TR-21 TR-26 TR-15
Kontrol 0,485 0,516 0,515 0,522
F-1 0,652 0,615 0,670 0,674

F-2 0,648 0,634 0,685 0,655

F-3 0,748 0,726 0,789 0,748

F-4 0,704 0,674 0,709 0,722
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Sekil 19: Kobay In-house ELISA ¢alismasinda serum ve konjugat standardizasyonu
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Tablo 13: Farkli formiilasyon gruplarindan sec¢ilen kobay serumlarinda In-house ELISA antijen,

serum ve konjugat standardizasyonu (ODaso) degerleri

Kaplanan Antijen Miktar1

Serum Konjugat 750 ng/w 1000 ng/w
sulandirmas1  sulandirmasi
F-1-1 F-1-5 F-3-1 F-3-5 F-1-1 F-1-5 F-3-1 F-3-5
1:10 0,328 0,435 0,496 0,532 0,376 0,468 0,432 0,516
1:20 1:500 0,296 0,462 0,506 0,541 0,379 0,496 0,459 0,482
1:40 0,257 0,382 0,434 0,514 0,349 0,463 0,411 0,450
1:10 0,224 0,217 0,295 0,327 0,225 0,266 0,274 0,286
1:20 1:1000 0,199 0,208 0,300 0,326 0,209 0,281 0,277 0,277
1:40 0,164 0,205 0,285 0,295 0,179 0,254 0,235 0,250
1:10 0,133 0,135 0,189 0,192 0,161 0,176 0,176 0,177
1:2000
1:20 0,110 0,182 0,172 0,186 0,130 0,152 0,154 0,167
Konjugat 0,054  0,071*  0,072* 0,073* 0,082* 0,292 0,163 0,098
kontrol (1:500)**  (1:1000)**  (1:2000)**
*: Antijenle kapli olmayan negatif kontrolgdzleri
**: Konjugat kontrol icin konjugat sulandirmalari
Tablo 14: In-house ELISA protokolunde fare serumu ve anti-fare konjugati sulandirmalarmin
standardizasyon sonuglar1 (ODaso)
Deney grubu Serum Konjugat sulandirmasi
Sulandirmasi
1:5.000 1:10.000 1:15.000 1:20.000
Kontrol 1:10 1,289 0,982 0,865 0,616
1:20 1,407 1,096 0,915 0,708
F-1 1:10 1,785 1,550 1,298 1,018
1:20 1,817 1,604 1,298 1,037
F-2 1:10 1,776 1,531 1,199 0,944
1:20 1,785 1,561 1,248 0,979
F-3 1:10 1,695 1,453 1,131 0,884
1:20 1,757 1,494 1,187 0,917
F-4 1:10 1,693 1,406 1,118 0,973
1:20 1,681 1,409 1,107 0,833
Positif Kontrol 1,511 1,191 0,817 0,656
Negaif Kontrol 0,060 0,059 0,061 0,050
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4.3.3.In-house ELISA Test Sonuclar:

Kobay farelerde as1 uygulamasi sonrasindaki dort 6rnekleme doneminde elde
edilen In-house ELISA sonuglar1 Sekil 20 ve Sekil 21°de sunulmustur. Kobaylardan
alman 21., 51., 81. ve 111. giin serumlarinda kontrol grubundaki hayvanlarin OD
degerlerinin grup ortalamalar1 0,350-0,387 arasinda seyrederken, F-1 grubu 0,429-
0,443, F-2 grubu 0,421-0,463, F-3 grubu 0,501-0,564 ve F-4 grubu 0,502-0,520
arasinda tespit edildi (Sekil 20). Yag bazli adjuvant gruplarmm (F-3, F-4) OD
degerlerinin diger gruplara oranla daha yiliksek oldugu belirlendi. Yag bazli adjuvant
iceren bu iki formiilasyon arasinda ilk 3 6rneklem doneminde F-3 grubunun kismen
daha yiiksek goriinmesine karsin, bu grupta devamli bir azaligla 111. giin F-4’iin altina

diistiigii tespit edildi.

Ayni sekilde farelerden 28., 35., 42. ve 49. glinlerde aliman serumlarda kontrol
grubundaki hayvanlarm OD degerlerinin grup ortalamalar1 0,890-1,036, F-1 grubu
1,358-1,533, F-2 grubu 1,101-1,632, F-3 grubu 1,139-1,263 ve F-4 grubunda ise 0,876-
1,142 arasinda tespit edildi (Sekil 21). Elde edilen verilere gore aliiminyum bazl
adjuvant iceren F-1 ve F-2 gruplar1 6n plana ¢ikarken, F-3 ve F-4 gruplar1 arasinda F-
3 grubunun daha yiiksek degere sahip oldugu belirlendi.

Kobay In-house ELISA
0.6
05
5 0.4
s
03
a
[a]
O 02
0.1
v 21.gin 51.gin 81.gin 111.giin
= Kontrol 0.387 0.35 0.367 0.373
mF1 0.443 0.429 0.437 0.431
"F-2 0.421 0.442 0.463 0.458
mF-3 0.564 0.547 0515 0.501
uF-4 0511 0.502 0.508 0.52

Sekil 20: immunize edilen kobaylarin kan serumlarindan In-house ELISA ile elde edilen OD degerleri
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Fare In-house ELISA
1.8
1.6
1.4
T 1.2
)
5 1
53
g 08
a
5 o6
0.4
0.2
v 28.giin 35.giin 42.giin 49.giin
m Kontrol 0.906 0.89 1.036 1
mF-1 1.358 1.422 1.533 1.383
= F-2 1.285 1.055 1.632 1.101
mF-3 1.201 1.139 1.263 1.199
= F-4 1.142 1.019 0.99 0.876

Sekil 21: immunize edilen farelerin kan serumlarindan In-house ELISA ile elde edilen OD degerleri

4.3.4. Notralizasyon Testi (SNso) sonuglari
Serumlara uygulanan SNso testleri (Notralizasyon-11PMA testi) Tablo 15°te

belirtilen kriterlere gore degerlendirildi.

Tablo 15: Uygulanan nétralizasyon-11PMA protokoliinde degerlendirme kriterleri

Boyanma Virus Virus Antikor
Uremesi nétralizasyonu varhgi
+ +
+ +

4.3.4.1. Fare Serumlarinda Notralizasyon Testi Sonuglari

Farelerden elde edilen serumlarla notralizasyon testi ¢alismalar1 homolog
suslara kars1 gerceklestirildi. Farelerden elde edilen verileri teyit etmek amaciyla
immunize edilmis kobay kan serumlarina da nétralizasyon testi gerceklestirildi. Fare
serumlarinda as1 formiilasyonlarinin (F-1, F-2, F-3 ve F-4) 28., 35., 42. ve 49.gunlerde
notralizan antikor gelisimini sagladig tespit edilmistir (Tablo 16).Calismada her grup
icin toplam 12 fare deneye alinmig olmasma ragmen kan alimi siwrasinda sakrifiye
edildigi i¢in her 6rnekleme zamaninda 3 fareden 6rnek alnmasit miimkiin olmustur.
Alinan kan miktarinin smirl olmasi ve hiicre iizerindeki toksik etkilerinden dolayi
uygulama sirecinde 1:10 serum sulandirmast (zerinden nétralizan antikor

pozitif/negatif degerlendirmesi yapildi. Fare deney gruplarinda 49.
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gun F-1 grubunda bir hayvanda ve 35. glin F-4 grubunda bir hayvanda antikor tespit
edilemedigi gézlendi (Sekil 22).

Her grupta yer alan hayvan sayilar1 diisiik olmasina karsin testlerde kullanilan
BVDV suglarina karsi1 notralizan antikor pozitiflik oranlarina bakildiginda TR-15
susuna karsi pozitiflik oranlarinin 6n plana ¢iktig1 tespit edildi. Bunu TR-21 ve TR-
26’1 takip ettigi belirlendi. Ayn1 zamanda farelerde deney sonuglarma gore 28.
gunden itibaren alinan kan Orneklerinin tamaminda testlerde kullanilan BVDV
suslarindan en az birine karsi notralizan antikor varligi tespit edildi (Tablo 16).
Farelerden elde edilen verilere gore TR-26 susuna karsi olusan nétralizan antikor
yanitinin diger iki susa kiyasla diisiik kaldig: belirlendi (Sekil 23). Bu susa kars1 elde
edilen yanitin 6zellikle aliiminyum adjuvant bazli F-1 ve F-2 gruplarinda belirgin
sekilde geride kaldigi1 gorildi (Sekil 23). F-3 ve F-4 gruplarinda yiiksek seyreden
antikor pozitiflik oraninin deneyin ilerleyen doneminde F-4 grubunda devam ettigi

tespit edildi (Tablo 16).

nAb saptanan fare oram (Genel, %)

120
100 10U —\ Lou == /—\ 10U ==
80
. e e
S e F-1
40 mfle -2
20 F-3
i -4
0
28.gun 35.gun 42.gun 49.gln
F-1 100 100 100 67
F-2 100 100 100 100
F-3 100 100 100 100
F-4 100 67 100 100

Sekil 22: Fare deney gruplarinda takip siiresince saptanan nétralizan antikor pozitiflik oranlar1 (nAb (+)
hayvan sayisi / deneye alinan hayvan sayist x 100), (En az bir virus susuna kars1 pozitif sonug veren

hayvan sayilar1 dikkate alinmistir.)
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Tablo 16: Deney gruplarmna gore nétralizan antikor (nAb) saptanan fare sayilari (%)

Ornekleme

Donemi

(0+guin)

28.gln

35.gln

42.gln

49.gun

Grup

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

Deneye

alinan

fare

sayisl

w W w w

w w W w

ekl

ekl

ekl

nAb gelisen

fare sayisi*

(%)

3% (%100)
3 (%100)
3 (%100)
3 (%100)

3 (%100)
3 (%100)
3 (%100)
2 (%67)

3 (%100)
2 (%100)
3 (%100)
3 (%100)

2 (%67)

2 (%100)
2 (%100)
3 (%100)

Degisik Viruslara Kars1 nAb (+) Fare Sayisi

TR-21

3/3 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)

2/3 (%67)
3/3 (%100)
3/3 (%100)
213 (%67)

3/3 (%100)
2/2 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)

2/3 (%67)
1/2 (%50)
1/2 (%50)
3/3 (%100)

TR-26

0/3 (%0)
0/3 (%0)
3/3 (%100)
2/3 (%67)

0/3 (%0)
1/3 (%33)
3/3 (%100)
2/3 (%67)

0/3 (%0)
0/2 (%0)
0/3 (%0)
3/3 (%100)

1/3 (%33)
0/2 (%0)
0/2 (%0)
1/3 (%33)

TR-15

3/3 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)
213 (%67)

3/3 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)
213 (%67)

2/3 (%67)

2/2 (%100)
3/3 (%100)
3/3 (%100)

3/3 (%100)
2/2 (%100)
2/2 (%100)
3/3 (%100)

nAb: Nétralizan antikor

*Test edilen homolog ve heterolog BVDV suslarina karsi nétralizan antikor tasiyan fare sayisi

**Y etersiz serum miktar1 ve deney dis1 nedenlerle 8lum olmasi nedeniyle hayvan sayis1 azalmigtir
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TR-21 nAb (+),%
120

e =~

60 50
40
20
0

28.gln 35.gln 42.gin 49.gin
el R S O
TR-26 nAb (+), %

120

100 100 100
100 A \ /\
80 67 67 )( \
40 33 \ )33
N /.\
:/ 0 V 0
0 ¢ o

28.gun 35.gun 42.gln 49.gln

s -] ol F-2 s F-3 i -4}

TR-15 nAb (+),%
120

100 100 100 100
i i v /.
80 67 67 v

60

40

20

28.gun 35.gun 42.gun 49.gln

e Fo] el P e Fo3 i Fo)

Sekil 23: Farelerde homolog BVDV suslarimna karsi elde edilen nétralizan antikor pozitiflik oranlari
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4.3.4.2. Kobay Serumlarinda Noétralizasyon Testi Sonuclar

Kobay serumlarinda saptanan bireysel antikor titre degerleri Tablo 17-20° de
gosterildi.

Tablo 17: Bireysel kobay serumlarinda 21.giin nétralizan antikor titre degerleri (SNso)

Nétralizan Antikor Titre Degerleri

Grup/Deney TR-21 TR-26 TR-15 NADL Gi-1l
hayvam*

F1-1 1:2 1:2 1:64 1:2%* 122}
F1-2 1:2 1:2] 1:128 122} 122}
F1-3 1:2] 1:128 1:2 12} 122}
F1-4 1:2] 1:2] 1:128 1:4 1:128
F1-5 1:128 1:2 1:2 122} 122}
F2-1 1:2] 1:2 1:2 122} 1:4
F2-3 1:2 1:2 1:32 1:2) 1:4
F2-4 1:16 1:128 1:2 122} 122}
F2-5 1:2048 1:4 1:128 1:2] 1:2
F2-6 1:2] 1:2 1:128 122} 122}
F3-1 1:128 1:2 1:2048 1:2] 1:2]
F3-2 1:128 1:2 1:2048 1:2] 1:2]
F3-3 1:128 1:4 1:64 1:2] 1:2]
F3-4 1:2048 1:2 1:2048 1:2] 1:2]
F3-5 1:128 1:2 1:128 1:2 1:2]
F3-6 1:16 1:128 1:64 1:8 1:2
Fa-1 1:2048 1:2 1:2] 1:2] 1:2]
F4-2 1:2 1:128 1:128 1:2] 1:2]
F4-3 1:1024 1:2] 1:2] 1:2] 1:2]
Fa-4 1:512 1:128 1:128 1:2] 1:32
F4-5 1:128 1:128 1:512 1:2] 1:2
F4-6 1:2 1:2] 1:2048 1:2] 1:32

*: Her gruptaki hayvanlar sira numarasiyla gosterilmistir.

**: Titre degeri 1:2 olan hayvanlar antikor yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 18: Bireysel kobay serumlarinda 51.giin nétralizan antikor titre degerleri (SNso)

Nétralizan Antikor Titre Degerleri

Grup/Deney
hayvam*
F1-1

F1-2

F1-3

F1-4

F1-5

F2-1
F2-3
F2-4
F2-5
F2-6

F-3-1
F-3-2
F-3-3
F-3-4
F-3-5
F-3-6

F-4-1
F-4-2
F-4-3
F-4-4
F-4-5
F-4-6

TR-21

1:2]**
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:8

1:2]

1:64
1:2
1:2
1:2
1:2
1:2]

1:2048
1:64
1:128
1:2048
1:2

1:2

TR-26

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2]
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]

TR-15

1:2
1:2048
1:2
1:2
1:2

1:2

1:2

1:2
1:2048
1:128

1:128
1:128
1:2048
1:2048
1:2048
1:2048

1:2048
1:128
1:2048
1:2048
1:2
1:2048

NADL

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2)
1:4

1:2)

1:2)
1:2)
1:4
1:4
1:2
1:2]

1:2]
1:2]
1:16
1:8
1.8
1:2]

Gi-ll

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2

1:2)
1:2)
1:2]
1:8

1:16

1:64
1:32
1:16
1:16
1:16
1:16

1:2]
1:2]
1:2
1:2
1:2]
1:2]

*: Her gruptaki hayvanlar sira numarasiyla gosterilmistir.

**: Titre degeri 1:2 olan hayvanlar antikor yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 19: Bireysel kobay serumlarinda 81.giin nétralizan antikor titre degerleri (SNso)

Nétralizan Antikor Titre Degerleri

Grup/Deney TR-21

hayvam*

F1-1 1:2**
F1-2 1:2]
F1-3 1:2]
F1-4 1:2]
F1-5 1:2]
F2-1 1:2]
F2-3 1:2]
F2-4 1:2
F2-5 1:2
F2-6 1:2]
F3-1 1:128
F3-2 1:32
F3-3 1:4
F3-4 1:2
F3-5 1:2
F3-6 1:2
F4-1 1:8
F4-2 1:2
F4-3 1:256
Fa-4 1:256
F4-5 1:256
F4-6 1:512

TR-26

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2]
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:4

1:2]
1:2]

TR-15

1:2
1:8
1:16
1:2
1:64

1:2

1:2
1:64
1:1024
1:128

1:128
1:2048
1:16
1:16
1:16
1:4

1:128
1:2048
1:512
1:512
1:128
1:16

NADL

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:4
1:2
1:2
1:2]
1:2

1:2]
1:2]
1:2

1:2]
1:32
1:2]

Gi-ll

1:4

1:2)
1:2)
1:2)
1:2]

1:2
1:2
1:8
1:128
1:32

1:16
1:16
1:32
1:32
1:2
1:2

1:128
1:64
1:128
1:128
1:128
1:64

*: Her gruptaki hayvanlar sira numarasiyla gosterilmistir.

**: Titre degeri 1:2 olan hayvanlar antikor yoniinden negatif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 20: Bireysel kobay serumlarmda 111.giin nétralizan antikor titre degerleri (SNso)

Nétralizan Antikor Titre Degeri

Grup/Deney TR-21

hayvam*

F1-1 1:2]**
F1-2 1:2]
F1-3 1:2]
F1-4 1:2]
F1-5 1:2]
F2-1 1:2]
F2-3 1:2]
F2-4 1:4
F2-5 1:64
F2-6 1:2]
F3-1 1:32
F3-2 1:16
F3-3 1:128
F3-4 1:2
F3-6 1:2
F4-1 1:2
F4-2 1:2]
F4-3 1:2
Fa-4 1:2
F4-5 1:2048
F4-6 1:2048

TR-26

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2)
1:2]
1:2]

1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2

1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2]
1:2

TR-15

1:2
1:16
1:2
1:4
1:2

1:2)
1:128
1:128
1:16
1:2)

1:128
1:2
1:128
1:64
1:128

1:512
1:32
1:64
1:128
1:512
1:1024

NADL

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2)
1:2)
1:2)
1:2)

1:2)
1:2
1:2
1:2]
1:2

1:2
1:2]
1:2
1:4
1:2]
1:2]

Gi-ll

1:2)
1:2)
1:2)
1:4

1:2)

1:2)
1:2)
1:4

1:32
1:2]

1:16
1:16
1:32
1:32
1:32

1:32
1:32
1:32
1:32
1:2]
1:4

*: Her gruptaki hayvanlar sira numarasiyla gosterilmistir.

**: Titre degeri 1:2| olan hayvanlar antikor ydniinden negatif olarak degerlendirilmistir.

64



F-1, F-2, F-3 ve F-4 gruplarinda bulunan kobay serumlarinda farkli glinlerdeki
notralizan antikor (nAb) pozitiflik oranlar1 Sekil 24°te sunulmustur. F-4 grubunda 21.
giinde 1 (%20) hayvanim, F-2 grubunda 111. glinde ise 2 (%40) hayvanin seronegatif

konumda oldugu belirlendi.

nAb saptanan kobay oram (Genel, %0)

120
100 100 100 100
100 —% X
80
80
A
s 60 —t— F-1
40 el -2
20 F-3
i -4
0 21.gln 51.gun 81.gln 111.g0n
F-1 100 100 100 100
F-2 100 100 100 60
F-3 100 100 100 100
F-4 80 100 100 100

Sekil 24: Deney gruplarinda takip siirecinde saptanan nétralizan antikor pozitiflik oranlart (nAb (+)

hayvan sayis1 / deneye alinan hayvan sayisi x100)

Kobaylarin farkli as1 formiilasyonlarinda homolog ve heterolog suslarin en az
birine kars1 gelistirdikleri notralizan antikor oranlar1 Tablo 21°de sunuldu. Kobay
serumlarinda homolog ve heterolog suslara kars1 saptanan notralizan antikor oranlar1
ise Sekil 25°te sunuldu. Antikor yoniinden pozitif sonug¢ veren kobay sayilarmin
degerlendirildigi bu verilere gore, TR-21 susuna kars1 F-1 ve F-2 gruplarinda diisiik
dizeyde elde edilen pozitiflik degerlerinin % 60 dizeyinde basladiktan sonra
gerileyerek F-1 grubu icin % 0, F-2 grubu igin % 40 diizeyine geriledigi goriildii (Sekil
25).

F-3 ve F-4 gruplarinda tiim hayvanlarda (% 100) nAb tespit edildi. TR-26
susuyla yapilan ¢alismalarda ilk 6rnekleme doneminde tiim gruplarda belirli 6iculerde
yanit alinmasma ragmen sonrasinda hizli bir gerileme oldugu goriildii. TR- 15 ile
yapilan notralizasyon testlerinde tiim deneme siirecinde farelerde elde edilen verilere
paralel olarak nAb pozitiflik oranlarmnin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo
21). Gi-1I susuyla yapilan degerlendirmelerde kismen daha diisiik pozitiflik alindi.
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Genel olarak bakildiginda aliminyum hidroksit bazli adjuvant igeren gruplarda
(F-1 ve F-2), yag bazli adjuvant kullanilan gruplara (F-3 ve F-4) kiyasla daha diisiik
pozitiflik oranlar1 belirlendi. Testlerde elde edilen notralizan antikor titre degerleri
deneme gruplar1 (F-1, F-2, F-3, F-4) bazinda geometrik ortalamasi alinarak Tablo
22’de sunuldu. Yag adjuvantli gruplarin 6n plana ¢iktigi, deneyin ilk asamalarinda (21.
ve 51. giin) F-3 grubunda belirlenen titre degerleri daha yiiksek iken, ilerleyen glinlerde
(81. ve 111. giin) F-4 grubundaki degerlerin daha yiiksek seyrettigi belirlendi. Ayrica
grup bazinda seropozitif hayvanlarin antikor titrelerinin geometrik ortalama
degerlerine bakildiginda diger gruplara nazaran F-4 grubunun deney siresince 6n
planda oldugu belirlendi (Sekil 26).

F-1 ve F-2 grubunda 51. giin birer hayvanda yiiksek titre (1:2048) saptandi
(Tablo-17-20). F-2 grubundaki hayvanin 81. giinde de yuksek antikor titresinin devam
ettigi fakat ilerleyen 6rneklem giliniinde titrenin diistigi tespit edildi. F-3 ve F-4
gruplarindaki hayvanlarda yuksek antikor seviyelerinin 21. glinden itibaren baslayip
deney siiresince devam ettigi, fakat F-4 grubunda 111.glinde daha yiksek oldugu

belirlendi.

66



Tablo 21: Deney gruplarma gore notralizan antikor (nAb) saptanan kobay sayilari (%)

Ornekleme

Donemi

(0+gun)

21.gun

51.gun

81.gln

111.gun

Grup

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

F-1
F-2
F-3
F-4

Deneye
aliman kobay

sayisl

o o o1 O o o o1 o

o o o1 O

5

6

nAb

gelisen

kobay
sayist1* (%)
5 (%100)
5(%100)
6(%100)
5(%80)

5 (%100)
5(%100)
6(%100)
6(%100)

5(%100)
5(%100)
6(%100)
6(%100)

5(%100)
3(%60)
5(%100)
6(%100)

Degisik Viruslara Kars1 nAb (+) Kobay Sayisi

TR-21

3/5 (%60)
3/5 (%60)
6/6 (%100)
6/6 (%100)

0/5 (%0)
1/5 (%20)
5/6 (%83)
6/6 (%100)

0/5 (%0)
2/5 (%40)
6/6 (%100)
6/6 (%20)

0/5 (%0)
2/5 (%40)
5/5 (%2100)
5/6 (%83)

TR-26

3/5 (%60)
5/5 (%100)
6/6 (%100)
416(%67)

0/5 (%0)
0/5 (%0)
0/6 (%0)
0/6 (%0)

0/5 (%0)
0/5 (%0)
0/6 (%0)
0/6 (%0)

0/5 (%0)
0/5 (%0)
1/5 (%20)
1/6 (%17)

TR-15

5/5 (%100)
5/5 (%100)
6/6 (%100)
4/6(%67)

5/5 (%100)
5/5 (%100)
6/6 (%100)
6/6 (%100)

5/5 (%2100)
5/5 (%2100)
6/6 (%100)
6/6 (%100)

5/5 (%2100)
3/5 (%60)
5/5 (%2100)
6/6 (%100)

GlI-11

1/5 (%20)
4/5 (%80)
1/5 (%20)
2/5(%40)

1/5 (%20)
2/5 (%40)
6/6 (%100)
2/6 (%33)

1/5 (%20)
6/6 (%100)
6/6 (%100)
6/6 (%100)

1/5 (%20)
2/5 (%40)
5/5 (%100)
5/6 (%83)

NADL

1/5 (%20)
0/5 (%0)
2/6 (%33)
0/6 (%0)

0/5 (%0)
1/5 (%20)
3/6 (%50)
3/6 (%50)

0/5 (%0)
0/5 (%0)
416 (%67)
3/6 (%50)

0/5 (%0)
0/5 (%0)
3/5 (%60)
3/6 (%50)

* Test viruslarindan en az birine kars1 nAb (+) olan

**1 kobay deney slrecinde dogal nedenlerle lmiistiir
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TR-21 nAb (+), % TR-26 nAb (+), %
120 120
100 100 100 100 100
100 W g3— | 100
80 ) & 80
/ 60
60 60
40 40 \
20
20 20 0 0
0 & o— 0
21.giin 51.giin 81.glin 111.glin 21.gln 51.gln 81.glin 111.gun
e F-1 @ F2 g F-3 i F-4 e F-1 @ F-2 g F-3 i F-4
TR-15nAb (+), % Gi-11 nAb (+), %

120

120
100 100 100
100 100 100, 100,
e [ A
80

60 / 60
— N

3BY
20
0 0
21.gln 51.gln 81.glin 111.glin 21.gln 51.gln 81.glin 111.gun
g F-1___ @ F-2 ot F-3 i F-4 g F-1___ @ F2 p F-3 i F-4
NADL nAb (+), %

80 67
70 680

60 s g
w0 / ——z
40 33

30

%5/ %
20 /
10%\ 0 0
0 \. -

21.gln 51.gln 81.gln 111.glin

e Fo] el Fo) e Fo3 et F-4

Sekil 25: Kobaylarda degisik BVDV suslarm kars1 elde edilen nétralizan antikor pozitiflik oranlar (%)
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Tablo 22: Kobay serumlarinim degisik viruslara karsi gelisen antikor titrelerinin geometrik ortalamalari

Ornekleme Grup nAb Titre Degisik Viruslara Kars1 nAb (+) Titre degeri
Dénemi Degeri
(O+gin) (Grup TR-21 TR-26 TR-15 Gi-ll NADL
ortalamasi)*

21.gun F-1 13,6 35 35 21,1 2,6 13
F-2 10,3 9,2 53 18,3 2 -
F-3 41,6 143,7 4,5 406,4 11 1,6
F-4 94,5 90,5 12,7 50,8 3,6 -

51.gln F-1 6,3 - - 8 11 -
F-2 12,7 15 - 18,3 2,6 13
F-3 32 31 - 812,7 22,6 18
F-4 61,4 71,8 - 406,4 1,2 32

81.gln F-1 7,1 - - 8 1,3 -
F-2 12,7 13 - 32 10,5 -
F-3 10,3 71 - 40,3 10,0 18
F-4 78 71,8 1,2 228 101,5 2

111. gun F-1 3,6 - - 35 13 -
F-2 26,2 3 - 12,1 2,6 -
F-3 14,3 12,1 11 48,5 24,2 15
F-4 29,8 17,9 11 203,2 12,7 1,6

* Tum BVDV suslarina karsi elde edilen bireysel verilerin geometrik ortalamasi (Tablo 17-21 verileriyle hesaplanmustir.)

Antikor titre degerleri (Geo-ort.)
100 94.5
90 A\
\ 78

) \ /\

70 614
—_ \ -]
g 60
= \ mllfe -2
g 216 \ e F-3
£ 40 A\: 55 i -4

30 === Kontrol

20 13.6 4,,-’\\4"-. 143

oo —

O h ! h ) h. ]
21.gun 51.gun 81.gun 111.gun

Sekil 26: Kobay deneyinde gruplarin ortalama nétralizan antikor titre degerlerinin zamana bagli degisimi
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4.4. Istatistiksel Analiz Sonuglar

Istatiksel verilere bakildiginda kobaylarin immunizasyon stirecindeki 21., 51., 81. ve
111. gunler iginde her bir virus igin formilasyon gruplar1 arasinda anlamli farklilik
tespit edildi (Tablo 23-27, p<0,05). Ayni sekilde her bir formiilasyon gruplarindaki glnler
arasinda da istatiksel onemlilik belirlendi (Tablo 23-27, p<0,016).

Kobaylarda TR-21 susu igin 21. guin alinan antikor titre degerlerinde kontrol grubuyla
F3 ve F4 grubu arasinda 6nemli farklilik goriildi (p<0,05). Ayni zamanda 21. giinde F-1
ve F-3 gruplar1 arasindaki fark anlamli bulundu (p<0,05). TR-21 susunda 51. giin yine
kontrol grubuyla F-3 ve F-4 gruplari arasinda istatistiksel fark saptandi (p<0,05). Antikor
titre 6lctimlerinin 51. gtiniinde F-1 grubuyla F-3 ve F-4 grubu arasinda, F-2 grubuyla ise
F-4 grubu arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05). Kobaylarda 81. glin kontrol
grubu, F-1 ve F-2 gruplart disinda diger gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu
(p<0,05). Bununla birlikte 111. giin F-3 ve F-4 arasindaki fark 6nemli bulundu (p<0,05).
Ayni grup icindeki glnler arasindaki farkli zaman dilimlerinde F-3 grubunda 21. glinle

diger 6rnekleme glinleri arasinda énemli farksaptandi (Tablo 23, p<0,016).

TR-26 susu i¢in 21. giin F-2 ile F-4 gruplar1 arasinda ve F-3 ile F-4 gruplar1 arasinda
anlaml farklilik bulundu (p<0,05). 51. 81. ve 111. giinlerde formiilasyonlar arasinda ve

ayni formiilasyon i¢indeki farkli giinlerde onemli istatistiki fark saptanmadi (Tablo 24,

p>0,05).

TR-15 susuna karsi olusan pozitiflik agisindan 21. giin F-1 ile F-4 gruplar1 arasinda
anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Formiilasyonlar arasinda 51. giin ve 81. giin
fark tespit edilmedi. Bununla beraber 111. giin F-1 ile F-3 ve F-4 gruplar1 arasinda anlaml
fark bulundu (p<0,05). Ayn1 formiilasyon i¢inde F-3 grubunda 21. ile 81. glinlerve 51. ile
111. glnler arasinda anlaml1 diizeyde farklilik tespit edildi (Tablo 25, p<0,016).

BVDV-NADL susunda formiilasyonlar arasinda 21., 51., 81. ve 111. giinler i¢in
istatistiksel fark saptanmadigi (p>0,05) gibi her bir formiilasyon gruplarindaki giinler
arasinda da anlamli fark gorilmedi (Tablo 26, p>0,05).
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Gi-1II susu igin 51. giin F-2 ile F-3 gruplar1 arasinda anlamli fark saptandi (p<0,05).
Yine 81. glin F-1 ile F-2 grubu, F-1 ile F-3 grubu, F-1 ile F-4 grubu ve F-3 ile F-4 gruplar1
arasinda istatistiksel fark tespit edildi (p<0,05). Bununla birlikte 111. giin F-1 ile F-3
gruplari, F-1 ile F-4 gruplar1 ve F-3 ile F-4 gruplar1 arasindaki fark énemlidir (p<0,05).
Ayni1 formilasyon igerisinde farkli zaman dilimleri arasinda tespit edilenfarkliliklar F-2
grubunda 81. ve 111. ginler arasinda bulundu (p<0,01). F-3 grubunda
21. giinler ve diger gilinler arasinda istatistiksel fark bulundu (p<0,01). Ayn1 zamanda F-
4 grubunda 21. giin ile 81. gilinler, 81. giin ile 111. gunler ve 51. giin ile 81. ve 111. glinler
arasidaki farkliliklar 6nemlidir (Tablo 27, p<0,01).
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Tablo 23: Kobaylarda BVDV TR-21 susuna karsi olugan ortalama antikor titre degerlerinin istatistik analizi (Logy).

Gin Kontrol F1 F2 F3 F4

21. 0,000+0,000Aa 1,800+2,949ACa 3,200+4,658ABa 7,166+2,228Ba 6,500+4,460BCa
51. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,600+1,341ABa 1,666+2,160BChc 6,166+4,490Ca
81. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,400+0,547Aa 2,833+2,562Bbc 7,000+2,966Ca
111. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 1,600+2,607ABa 3,666+2,338Bac 4,166+5,307Ba

Titre degerleri log, tabaninda sunulmustur.

A, B,C; Ayni satirdaki farkli harfler formiilasyon gruplari arasindaki istatistiki olarak 6nemli diizeyde fark oldugunu gésterir (p<0,05).

a, b, ¢; Ayni situndaki farkli harfler s6z konusu formiilasyondaki glinler arasinda istatistiki onemliligi gosterir (p<0,016).
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Tablo 24: Kobaylarda BVDV TR-26 susuna karsi olugan ortalama antikor titre degerlerinin istatistik analizi (Logy).

Gin Kontrol F1 F2 F3 F4

21. 0,000+0,000Aa 1,8+2,949ABa 2,4+2,607Ba 2,166+2,401Ba 3,666+3,669Aba
51. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa

81. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,333+0,816Aa

111. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,166+0,408Aa 0,166+0,408Aa

Titre degerleri l0g, tabaninda sunulmustur.

A, B,C; Aym satirdaki farkli harfler formiilasyon gruplari arasindaki istatistiki olarak 6nemli diizeyde fark oldugunu gosterir (p<0,05).

a, b, ¢; Ayni stitundaki farkli harfler s6z konusu formilasyondaki glinler arasinda istatistiki 6nemliligi gosterir (p<0,016).



Tablo 25: Kobaylarda BVDV TR-15 susuna karsi olugan ortalama antikor titre degerlerinin istatistik analizi (Logy).

Gin Kontrol F1 F2 F3 F4

21 0,000+0,000Aa 4,443,130Ba 4,2+3,033BCa 8,666+2,581BCac 5,666+4,633ACa
51. 0,000+0,000Aa 3+4,472Ba 4,2+4,604Ba 9,666+2,065Bab 8,666+4,082Ba
81. 0,000+0,000Aa 4+3,082Ba 5+3,937Ba 5,333+3,204Bbd 7,833+2,401Ba
111, 0,000+0,000Aa 1,8+1,303Ba 3,6+3,507ABCa 5,666+2,338Ccd 7,666+1,966Ca

Titre degerleri log, tabaninda sunulmustur.
A, B,C; Ayni satirdaki farkli harfler formiilasyon gruplari arasindaki istatistiki olarak énemli diizeyde fark oldugunu gésterir (p<0,05).

a, b, ¢; Ayni situndaki farkli harfler s6z konusu formiilasyondaki glinler arasinda istatistiki dnemliligi gdsterir (p<0,016).

74



Tablo 26: Kobaylarda BVDV NADL susuna karsi olusan ortalama antikor titre degerlerinin istatistik analizi (Logy).

Giin Kontrol F1 F2 F3 F4
21. 0,000+0,000Aa 0,4+0,894Aa 0,000+0,000Aa 0,666+1,211Aa 0,000+0,000Aa
51. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,8+1,788Aa 1,5+1,974Aa 1,666+1,861Aa
81. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,833+0,752Aa 1+2Aa
111. 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,000+0,000Aa 0,5+0547Aa 0,666+0,816Aa

Titre degerleri log, tabaninda sunulmustur.

A, B,C; Aym satirdaki farkli harfler formiilasyon gruplari arasindaki istatistiki olarak 6nemli diizeyde fark oldugunu gosterir (p<0,05).

a, b, ¢; Ayni stitundaki farkli harfler s6z konusu formilasyondaki glinler arasinda istatistiki onemliligi gosterir (p<0,016).
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Tablo 27: Kobaylarda BVDV Gi-ll susuna karsi olugan ortalama antikor titre degerlerinin istatistik analizi (L0gy).

Giin Kontrol F1 F2 F3 F4

21. 0,000+0,000Aa 1,4+3,130Aa 1+1Aab 0,166+0,408Aa 1,833+2,483Aac
51. 0,000+0,000Aa 0,2+0,447Aa 2,4+3,577Aab 4,5+0,836Bb 0,333+0,516Aa
81. 0,000+0,000Aa 0,4+0,894Aa 4,443,286BCa 3,333+1,861Bb 6,666+0,516Ch
111, 0,000+0,000Aa 0,4+0,894Aa 1,4+2,190ACb 4,5+0,547Bb 3,666+2,160BCc

Titre degerleri log, tabaninda sunulmustur.
A, B,C; Aym satirdaki farkli harfler formilasyon gruplar: arasindaki istatistiki olarak énemli diizeyde fark oldugunu gosterir (p<0,05).

a, b, o Ayni stitundaki farkll harfler s0z konusu formulasyondaki glnler arasinda istatistiki
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen ve sigirlarin 6nemli patojenlerinden biri olan
Bovine viral diyare virus-1 ve -2 (Bovine Pestiviruses A ve B) lkemizde de ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Tek zincirli RNA genomuna sahip olan BVD virusu
antijenite, sitopatoloji ve viriilens 6zellikleri bakimindan degiskenlik gosteren farkli
genotiplere ve cesitli alt genotiplere sahiptir. Etken her bir replikasyon dongiisii
sirasinda yuksek oranda mutasyon riskine maruz kalir.

BVDV salginlarin1 kontrol etmek ve onlemek i¢in devam eden biiylik ¢abalara
ragmen hala diinya capmda salgmlar rapor edilmektedir (Chang ve ark., 2021).
BVDV'nin kontrolinde duyarli hayvanlarin asilanmasi profilaksi icin ana
stratejilerden biridir. BVD dahil birgok viral hastaligin kontroliine ve eradikasyonuna
katkida bulunur. Hastaligi kontrol altina alma girisimlerinde, canli ateniie veya inaktif
BVDV agilar1 rutinde siklikla kullanilan agilardir. BVDV asisinin en 6nemli amaci,
diveleri ve inekleri PE hayvanlarin olusumuna yol acan transplasental enfeksiyona
kars1 korumaktir. Ancak buzagilarin klinik enfeksiyondan korunmasini saglamak i¢in
asilanmas1 da BVDV enfeksiyonundan kaynaklanan ekonomik kayiplar1 en aza
indirmek icin gereklidir.

Yeni suslarin ve varyantlarin ortaya ¢ikmasi, geleneksel asilarin etkinligine karsi
onemli bir kisit olusturur. Antijenik ¢esitlilik nedeniyle ticari BVDV asilar1 genellikle
iki (BVDV-1a ve -2a) veya (¢ (BVDV-1a, -1b ve -2a) farkli susu icerir (Walz ve ark.,
2020). Sus bilesimine bagli olarak, ticari BVDV asilar1 homolog ve heterolog suslara
kars1 da degisen titrelerde notralizan antikor olusturmaktadir (Fulton ve ark., 1997;
Fulton ve ark., 2020; Sozzi ve ark., 2020; Xue, Mattick, Smith, Umbaugh & Trigo,
2010). Yapilan ¢alismalarda tek bir serum kullanilarak alt gruplar arasinda yiiksek
veya diisiik antikor titrelerinin saptanmasi, genetik farkliliklarin serolojik yansimasini
acikca gostermektedir.

BVDV'nin eradikasyonu esas olarak, virus suslarinin ve varyantlarinin titizlikle
ve siirekli izlenmesi, ¢esitli suslar1 ve varyantlar: tespit etmek i¢in yliksek etkinligine
sahip en giincel teshis yontemlerinin gelistirilmesi ve virusa karsi etkin homolog

asilarin gelistirilmesine baghidir. BVDV kontrol programlar1 bircok tlkede
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yiriitiilmekte olmasina karsin, genellikle diisiik ve orta gelir diizeyindeki iilkelerde
kontrol programi uygulanmamaktadir.

Bu tez calismasinda, yerel asi adayr BVDV suslarinin inaktivasyon kinetigi
belirlenerek farkli adjuvantlarla inaktif as1 formiilasyonlar1 olusturulmustur.
Immunizasyon sonrasi asilarin potens calismalar1 deney hayvanlarindan elde edilen
serumlarla gergeklestirilmistir. Boylelikle homolog ve heterolog suslara karsi en iyi

yanit1 veren as1 formilasyonunun belirlenmesi amaglanmustir.

5.1. Asi Aday1 Viruslarimn Ureme Karakterizasyonuna ve Inaktivasyon

Kinetigine YOnelik Calismalar

MOI, ortamdaki enfeksiyoz etken sayisinin enfeksiyon hedefi olan konak hiicre
sayisina oranidir. Bu oran, etken ve konak¢min bagil konsantrasyonunun yaklasik
olarak ayarlanmasiyla kontrol edilebilmektedir. Her bir konak hiicre i¢in tam olarak
belirlenemese de hemen hemen tiim konakg¢i hiicrelerin enfekte oldugundan emin
olmak i¢in ortalama MOI degeri hesaplanabilmesi 6nemlidir. MOI optimizasyonu, bir
virusun ¢ogalma egrisinin arastirilmasinda, as1 gelistirmede virus ana tohum stok
olusturulmasi ve konvansiyonel temel teshis yontemlerinde yiiksek virus veriminin
elde edilmesinde kullanilmaktadir (Abdoli, Soleimanjahi, Kheiri, Jamali, & Jamaati
2013; Wang ve ark., 2021). Primer makrofaj hucre kiltiriinde BVD virusunun MOI
optimizasyonu yapilan bir caligmada 200, 38, 10 ve 2 MOI degerlerinden elde edilen
titre degerleri karsilastirilmistir. Buna gore 4. giin alman st sivilardan elde edilen
verilere gore 200, 38, 10 ve 2 MOI degeriyle ekilen virusun titreleri sirasiyla 0,6, 2,0,
0,2 x 107 ve 2,5 x 10 olarak tespit edilmistir (Truitt, & Shechmeister, 1973).
Influenza virusuyla yapilan benzer bir ¢calismada 1, 0,1, 0,01, 0,001 ve 0,0001 MOl
degerleriyle test yapilmistir. Yiiksek MOI'de (1 ve 0,1) enfeksiyondan hemen sonra
(1.saat) enfektivitesinin pozitif oldugu, virusun slpernatantta kaldigi ortaya
koyulmustur. Bu durumda yapilan DKIDsp analizlerinde yanlis pozitif sonuglarin elde
edilecegi gosterilmistir. Hiicre kulturinde influenza virusu igin en iyi MOldegerini
0,01 oldugu, progeni virusun enfeksiyon sonrasi 8. saatten itibaren dretilmeye
basladig1 tespit edilmistir (Abdoli ve ark., 2013).

Wang ve ark., (2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada farkli hiicre yogunluklar1
kullanilarak degisen MOI degerlerindeki Bovine alfaherpesvirus-1 (BoHV-1) titreleri
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karsilastirilmistir. Deneyin sonucuna gore hicre konsantrasyonu ve virus Uretimi
arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasinda sabit hicre
yogunlugunda 1, 0,1 ve 0,01 MOI degerlerindeki ekimlerine gore TR-21 igin 1 ve TR-
26 ve TR-15 i¢in 0,1 MOI degerleri en yiiksek titreyi veren optimum deger olarak
saptanmistir (Tablo 7). Elde edilen farkli sonuglar MOI degerlerinin virus suslarina ve
hiicresel faktorlere gore degisebilecegini gOstermektedir. Dolayisiyla virus
uretimlerinde MOI degerinin dikkatle uygulanmasinm dnemi 6n plana ¢ikmaktadir.

BVD virusu hiicreye reseptor aracili endositoz araciligiyla penetre olmaktadir.
Virus penetrasyonundan sonra viral nukleik asit Ortlici katmanlarindan arinarak
sitoplazmada ¢ogalmaya baglar. Sitoplazmada eklips ve matirasyon asamalarini
takiben yeni nesil virionlar olusur. Bu asamalarda ekstraselliler ortamda viral partikil
sayis1 oldukca smirhidir. Hiicreye tutunduktan sonra yeni nesil virion olusuncaya kadar
gecgen siire her virus i¢in degismektedir. Aslinda bu siire ayni1 virus ailesinin virus
tiirtinlin suglar1 arasinda dahi farklilik géstermektedir (Johnson, & Rosenbusch, 1990).
BVD virusunun iki farkli susuyla yapilan ¢ogalma egrisi ¢alismasinda sitopatojenik
NADL susunun 6. saat, ncp FCS susunun 8. saatten itibaren hiicre disina sagilmaya
basladig1 tespit edilmistir. 11k 20 saatlik replikasyon stirecinin incelendigi bu ¢alismada
lag fazini takiben 12. saatte virionlarin pik seviyesine ulastigi gosterilmistir (Nuttall,
1980). iki farkli biyotipin karsilastirildig1 benzer bir calismada virus salimimimm 8-12.
saatler arasinda maksimum oldugu saptanmustir. Bununla birlikte ayni suslarin
endotelyal hiicre hattinda ve primer hiicre hatlarindaki titrelerinde de degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir (Johnson, & Rosenbusch, 1990).

Gong ve ark., (1996) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ekstraselliiler ncp BVD
virusu ilk olarak 4-6.saatler arasinda tespit edilmis ve virus titresi esasen 10-16. saatler
arasinda ylikselmeye baslamistir. S6z konusu calismada daha erken saatlerde
enfeksiy6z virus tespiti yapilmasinm yiuksek MOI degeriyle (20 MOI) ekimden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ozetle virusun cogalma siklusu incelenirken
aslinda hiicre tipi, suslar arasindaki farklilik, ortamim pH’s1 ve MOI degeri gibi bircok
faktorden etkilendigi goriilmektedir. BVDV ile ilgili yapilan ¢ogalma egrisi

calismalarinda genellikle virusun ilk 24 saat icerisindeki replikasyon déngusi
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incelenmistir. Bu tez ¢alismasinda ele alinan virus suslarinin ¢ogalma egrisi verilerinin
degerlendirilmesi virus ekilmesini takiben 12. saatten baslanarak degerlendirilmistir.
Elde edilen ¢ogalma egrisi verilerine gore TR-21 susu ekimitakiben 48. saatte,
TR-26 susu 12. saatte ve TR-15 susu ise 36. saatte en yiiksek titre degerlerine ulastigi
belirlenmistir. Bu verilere gore virusun alt genotipleri arasinda en ylksek titre
degerlerinin saat bazinda farklilik gosterdigi degerlendirilebilir. Elde edilen sonuglar
yiiksek titre degerlerine ihtiya¢ duyulan ¢alismalarda her virus i¢in ¢ogalma egrisi
belirlenmesinin gerekliligini gostermektedir.

Inaktif virus asilarinda énemli noktalardan biri inaktivasyon prosedrlerinden
viral antijenin  immunojenisitesinin  etkilenmemesidir. BEI inaktivani, 2-
bromoetilamin HBr (BEA) ve NaOH'dan hazirlandig1 i¢cin binary etilenimin (ikili
etilenimin) olarak adlandirilmaktadir. Etken madde tiim aziridin bilesiklerinde oldugu
gibi etilenimin halkasidir (Bahnemann, 1990). Fakat etilenimin miktar olarak elde
edilmesi zor ve oldukga toksik oldugundan daha giivenli olmas1 ve kullanim kolaylig1
nedeniyle BEI tercih edilmektedir (Bahnemann, 1975). BEI'nin viral proteinler
Uzerinde cok az veya hig etkisi olmaksizin niikleik asit Uzerinde etkigdosterdigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, bazi1 c¢alismalar BEI'nin viral epitoplarin
konformasyonunu ve erisilebilirligini formaldehit ve beta-propiyolakton’dan daha iyi
koruyabildigini géstermistir (Fan, Chiu, Chen, Chang, & Chiou, 2015; Race ve ark.,
1995; Salk ve ark., 1954). BEI ile Newcastle virusunun inaktivasyonu caligmasinda
virusun hemaglitinasyon aktivitesi Uzerinde olumsuz bir etki yaratmadig1 saptanmistir
(King, 1991). Viroloji ¢alismalarinda BVDV dahil bir¢ok virus BEI kullanilarak
kimyasal yolla inaktif hale getirilebilmektedir (Bahnemann, 1990).

Zhao ve ark., (2020) tarafindan 10® DKIDso/ml oranina sahip coronavirus
(Transmissible gastroenteritis virus) kullanarak 0,03, 0,04 ve 0,05 mM BEI ile
inaktivasyon kinetigi calisilmistir. Elde edilen verilere gore 0,03 mM hazirlanan BEI
naktivam1 virusu 12. saatte, 0,04 ve 0,05 mM oraninda hazirlanan inaktivan
konsantrasyonlar1 ise 6. saatten itibaren inaktive ettigi gosterilmistir. S6z konusu
calismada oldukca diisiik konsantrasyonlarda kullanilan inaktivan madde virusu kisa
sirelerde inaktive etmektedir. Ayrica konsantrasyon orani arttikca inaktivasyon

stiresinin kisaldigi goriilmektedir.
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Sap virusuyla (10° DKIDso/ml) yapilan inaktivasyon kinetigi ¢calismasinda 0,4,
0,8, 1,2, 1,6 ve 2,0 mM BEI konsantrasyonlar1 karsilastirilmistir (Aarthi, Rao,
Robinson, & Srinivasan, 2004). Tam inaktivasyon i¢in dngoriilen siirenin, en diisiik
BEI konsantrasyonu (0,4 mM) ile 22-29 saat ve 0,4 mM’den ylksek BEI
konsantrasyonlarinda tam inaktivasyon igin tahmin edilen siirenin ise 8-10 saat
araligina diistiigii gosterilmistir (Aarthi ve ark., 2004). Bununla birlikte, inaktivasyon
icin BEI’de belirli bir konsantrasyondan (>1,6 mM) sonrasmin inaktivasyon siiresini
etkilemedigi belirtilmistir. Ek olarak degisen oranlardaki BEI konsantrasyonunun
antijen kitlesi Uzerinde zararl bir etkisinin olmadigi ve inaktivasyon kinetigi agisindan
cesitli serotipler arasinda fark bulunmadigi belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda TR-26
ve TR-15 suslarinin inaktivasyon siresinin birbirine yakin oldugu (10. saat), TR-21
susunun tamamen inaktive olmasi i¢in biraz daha fazla slireye (~16 saat) ihtiyac
duydugu tespit edilmistir.

Abd El Fadil, El Hawary, & El-sayed, (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada
10°° DKIDso/ml titreye sahip cp BVD virusu 1 mM BEI inaktivaniyla 37 °C’de
muamele edildikten sonra 6.saatten itibaren inaktive oldugu gésterilmistir.

Yapilan farkli bir ¢alismada 1 mM BEI ile hazirlanan inaktivasyon deneyinde
107" DKIDso/ml titreye sahip BVD virusunun 37 °C’deki inkiibasyonu takiben 8.
saatte inaktive oldugu gdosterilmistir (Refaie, Esmat, Mohamed, & Mohamed, 2004).
Tez galismasinda da 1mM BEI konsantrasyon oraniyla ¢alisilmis olup elde edilen
veriler literatir verileriyle uyumlu goriinmektedir. Onceki calismalarda 37 °C sicaklik
degeri uygulanmis olsa da, bu tez c¢alismasinda daha diisiik (26 °C) sicaklik
degerlerinde BEI inaktivasyonunun basariyla gergeklestigi teyit edilmistir. Bununla
birlikte virus titre degerlerinin (TR-21, TR-26 ve TR-15 i¢in sirasiyla 10°°, 10°° ve
10*° DKIDso/ml) inaktivasyon siiresiyle (sirasiyla 16-10-10 saat) dogrudan orantili
olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda da yiiksek titreli viruslarin benzer ve hatta
daha diisiik BEI konsantrasyonlarinda kisa siirede inaktive olmasi bu diisiinceyi
desteklemektedir (Refaie ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2020) .

Virus inaktivasyonu inaktif virus asisi iiretimine yonelik en kritik asamadir.
Ozellikle as1 iiretimde giivenlik testleriyle birlikte asida yer alan etkenlerin hangi saat
araliklarinda tamamen inaktif hale geldigini tespit edebilmek amaciyla inaktivasyon

kinetigi ¢caligmalar1 dikkatle gerceklestirilmelidir.
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5.2. Deney Hayvanlarinda immunizasyona Yénelik Cahsmalar

BVDV antikorlarinin saptanmasinda ¢esitli serolojik yontemler kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda virus noétralizasyonu ve indirekt ELISA yontemi sik kullanilan
yontemler arasindadir. ELISA testlerinin ¢ok sayidaki 6rnekleri kisa suirede test etmek
icin virus notralizasyon testine gore birgok avantaja sahiptir. Hicre kulturlerine
gereksinim duymamasi, birka¢ saat icinde sonug¢ vermesi, yuksek duyarliligi ve
nispeten maliyeti diisiik olmasi avantajlarindan bazilaridir. Bu testte tim viral
partiktller (Chu, Zee, Ardans, & Dai, 1985), BVDV ile enfekte olmushcre kilttr
stvist (Howard, Clarke, & Brownlie, 1985), monoklonal antikorlarla immobilize viral
antijenler (Cho, Masri, Deregt, Yeo, & Thomas, 1991; Nelson, Marconi, Periolo, La
Torre, & Alvarez, 2012) veya bakterilerde Uretilen rekombinant proteinler (Kwang,
Bolin, & Littledike, 1995) gibi farkli antijen formlar1 kullanilabilmektedir.

Tez calismasinda serumlardan kaynakli toksisitenin oniine gecmek igin ve
notralizasyon testinden elde edilen verileri teyit etmek amaciyla alternatif olarak
indirekt in-house ELISA testi gerceklestirilmistir. Bu tip testlerde dogru taniya
gidebilmek icin hem test protokolinin hem de drlnlerin standardizasyonu
gerekmektedir. Chu ve ark., (1985) tarafindan yapilan ¢alismada ELISA yontemiyle
sigir serumlarindan BVDV antikorlarinin tespitinde standardizasyon sonucunda
optimal antijen miktar1 1 pg/w, optimal konjugat konsantrasyonu 1/2000 oraninda ve
optimal serum sulandirma oranini ise 1:10 olarak tespit edilmistir. Tez ¢alismasinda
in-house ELISA standardizasyon isleminin ardindan 750 ng/w oraninda sulandirilan
antijen gozleri en uygun sulandirma olarak belirlenmistir. Kobaylar ve fareler i¢in
serum sulandirmasi 1:20, konjugat sulandirmasi ise kobaylarda 1:500 ve fareler igin
1:10,000 olarak belirlenmistir. Standardizasyon asamasinda antijen saflig1 ve orani,
dogru blokaj ajaninin se¢imi, kullanilan enzimin substrat spesifitesi ve miktar1 gibi

ELISA sonuglarini etkileyen bircok faktor bulunmaktadir (Bayraktar, Bayraktar,
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Dagistan, & Demiralay, 1995). Standardizasyon neticesinde elde edilen veriler

testlerin kolay ve guvenli sekilde uygulanmasina olanak saglamaktadir.

Tez c¢alismasinda indirekt in-house ELISA testi ve SNso testiyle elde edilen
sonuglar arasinda benzerlik tespit edilmistir. Kobaylarda SNso testiyle tim Orneklem
giinlerinde yag bazli adjuvant gruplarinin aliiminyum bazli adjuvant gruplarindan daha
yuksek antikor titreleri gosterdigi ortaya koyulmustur. Bu durum ELISA testiyle
alinan sonuglarla benzerdir. Ayn1 zamanda aliminyum bazli adjuvant gruplari
arasinda F-2’nin ve yag bazli adjuvant gruplar1 arasinda uzayan 6rneklem doneminde
F-4’tin yuksek antikor dizeylerine sahip oldugu ELISA testiyle de gdsterilmistir.
ELISA testi inaktif ag1 uygulamasi sonrasinda BVD virusuna kars1 hayvanlarda gelisen
IgG antikorlarinin tespiti icin kisa stirede sonug¢ vermesi avantajiyla birlikte alternatif
bir test olarak degere sahiptir. Bu varsayim benzersekilde BVDV-Ab tanis1 igin ELISA
yontemini ile SNso testinin sonuglarmi karsilastiran diger calismalarn sonuglariyla da
uyumludur (Howard ve ark., 1985; Juntti, Larsson, & Fossum, 1987; Marzocca ve ark.,
2007).

Inaktif asilarin uygulandig bireylerde virus cogalamadigindan koruyucu yaniti
antikor dlzeyi elde etmek icin belirli bir titrenin (zerinde virusa, tekrarlayanasi
dozlarma ve immunojenitelerini arttirmak igin adjuvanta gereksinim duyulur.Yaglh
adjuvantlar insan ve hayvanlarda en sik kullanilan adjuvantlardir. Bu grupta yag icinde
su (water in oil, w/o; 6rn; ISA 50), su i¢inde yag (oil in water, o/w) veya su/su i¢inde
yag (water/oil/water, w/o/w, 6rn; ISA 206) gibi farkli formlarda emdulsiyonlar
bulunmaktadir. Yag bazli adjuvantlarin enjeksiyon yerinde depo olusturma ve buradan
antijenin yavas salmimi yolu ile plazma hiicrelerinde antikor Uretimini stimiile ederek
etki ettikleri disiiniilmektedir (Aguilar, & Rodriguez, 2007). Diger bir adjuvant olan
aliminyum tuzlar1 enjeksiyon yerinde yiiksek konsantrasyonda antijen bulunmasina
ve bdylece antijenin, antijen sunan hicreler tarafindan aliniminin (endositozun)
artmasina Yol agmaktadir. Ayrica aliminyumbilesikleri dogrudan veya dolayl yollarla
dendritik hucrelerin stimilasyonu, kompleman aktivasyonu ya da kemokin salinimini
uyararak da etki etmektedir. Ancak antijenlerin ¢ogunun intertisyel siviyla karsilagir
karsilagmaz aliiminyumdan ayrildiklarinin gosterilmesi yavas ve surekli salimimin
etkili olmayabilecegini diisiindiirmektedir (HogenEsch, 2002). Saponinler, birgok
farkli biyolojik ve
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farmakolojik aktivite sergileyen steroidin dogal glikozitleridir. Ozellikle as1
adjuvantlart olarak kullanilan saponinlerin en yaygmi sabun agacit kabugundan
(Quillaja saponaria) elde edilen Quil A ve tarevleridir. Saponinler 1gG-1 ve 1gG-2
uretimini ve hucre aracili immun yanit sistemini uyarmaktadir (Kensil, Patel, Lennick,
& Marciani, 1991).

Tez calismasinda BVDV-1 ve BVDV-2 genotiplerine ait suslardan asi
formiilasyonlar1 gelistirilmis olup, immunizasyondan sonra deney hayvanlarindanelde
edilen serumlarla homolog ve heterolog suslara karsi immun yanit degerlendirilmistir.
Sigirlarda kullanilacak aday asilarini test etmek i¢in ii¢ farkli deney hayvanit modelinin
(koyun, kobay, sigir) kullanildigi bir ¢alismada homolog veheterolog suslara karsi
immun yanit arastirilmustir (Fernandez ve ark., 2009). Immunizasyondan sonra sigir
serumlarinin en yiksek 60. glinde homolog ve heterolog suslara karsi antikor yanitinin
gelistigi belirtilmistir. Ayrica ¢alismaya gore kobaylarda BVDV-2 ve VS-115 susu
iceren asilarin serokonversiyon olusturmadigr gosterilmistir. Tez c¢alismasinda
kobaylarda ilk érnekleme déneminde TR-26 susuna kars1 belirli 6l¢iilerde yanit alinsa
da ilerleyen donemlerde gelisen yanitin oldukga geriledigi belirlenmistir (Tablo 22).
Bu verilere gére BVDV suslariinantijenitelerinin birbirinden farkli olabilecegi ve as1
formilasyonu olusturmaasamasinda gbz ardi edilmemesi gereken bir konu oldugu
gorilmektedir. Benzer sekilde immunizasyondan sonraki 51. glinde 6zellikle yag bazli
adjuvant gruplarinin yiiksek antikor titrelerine ulastigi saptanmistir (Tablo 18).
Bununla birlikte, farelerde yapilan ¢alismada TR-26 susunun yag bazli adjuvant
gruplarinda aliiminyum bazli adjuvantlara gére daha iyi yanit verdigi goriilmektedir.
Boylelikle diisiik antijeniteye sahip bir susun uygun adjuvant segimiyle
immunojenitesinin - arttirilabilecegi degerlendirilebilir. Ayrica yapilan c¢aligmada
(Fernandez ve ark., 2009) sigir serumlarinin heterolog susa (yerel sus) karsi diisiik
seviyede antikor yanit1 gelistirdigi de tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda kobaylarda
heterolog NADL ve Gi-II suslarina kars1 diisiik diizeylerde antikor yaniti saptanmustir.
Bu sonuglarin BVDV suslar1 arasindaki serolojik farkliliklardan ileri gelebilecegi
ongorilmektedir. Ozellikle heterolog suslara karsi gelisen diisiik antikor yanitini
destekleyen birgok galisma bulunmaktadir (Alpay, & Yesilbag, 2015; Fulton ve ark.,
1997; Hamers ve ark., 2002; Yesilbag ve ark., 2014).
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Inaktif ag1 formiilasyonlarinda kullanilan adjuvantlardan bagimsiz olarak virus
titresinin Oonemi yapilan g¢aligmalarla ortaya koyulmustur. Aliminyum hidroksit
adjuvantinm kullanildig1 bir ¢alismada titre degeri 10° DKIDso/ml olan BVDV-1a virus
titresinin kobaylarda antikor yanit1 olusturmadigi, ayni kosullarda hazirlanan titre
degeri 10° DKIDso/ml olan formilasyonun antikor yaniti olusturdugu belirlenmistir
(Chen, Johnson, & Muscoplat, 1985). Fakat belirli bir miktardan sonra artan virus
konsantrasyonunun (>10® DKIDso/ml) daha yiksek bir immunojenite ile
sonug¢lanmadigi da bildirilmistir (Fernandez ve ark., 2009). Bu tez ¢alismasinda 3 farkli
yerel susun karistirilmasiyla mevcut titreleri logaritmik olarak azalacag iginbir doz
asida bulunan her bir susun antijen konsantrasyonlar1 10° ve 108 arasinda olacak sekilde
formiilize edilmistir. Asida bulunan TR-21 ve TR-15 suslarina kars1 gelisen immun
yanit benzer titrelere sahip olmasina ragmen TR-26 i¢in ayni1 sekilde sonuglanmamustir.
Hayvanlarda immun yanitin gelismesinde sadece virus titresinin degil ayn: zamanda

bireysel olarak virus susuna iliskin antijenitenin de 6nemli oldugu gorulmektedir.

Yapilan bazi1 ¢aligmalar multivalan igerikli asilar yerine daha yiiksek titreye
sahip tek bir sus iceren asilarin da etkili olabilecegini gosterse de biiyiik antijenik
farkliliklarin bulundugu durumlarda asi formilasyonuna birden fazla susun dahil

edilmesi gerektigini gostermektedir (Chen ve ark., 1985; Fernandez ve ark., 2009).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada kobay kullanilarak tek bir endemik susla
farkl adjuvantlar denenmistir (Jordéo ve ark., 2011). ISA 50 ve AIOHs adjuvantlarmim
kullanildig1 ¢alismada ii¢ doz yagh formiilasyonun en yiiksek antikor titrelerine
ulastigi ve antikor titrelerindeki dusiisiin aliminyum hidroksit adjuvantl as1
grubundaki hayvanlarda hizli oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde tez ¢alisgmasinda
ISA 50 adjuvanti kullanilan grubun AIOH3 adjuvanth gruplara oranlara daha yiksek
antikor titrelerine ulastig1r gosterilmistir (Tablo 17-21). Ayni zamanda yag bazli
adjuvant grubuyla aliiminyum bazli gruplar arasindaki anlamli farkliliklar istatistiki
olarak ortaya koyulmustur (Tablo 23-24-25-27).

EL-Hawary, & Mostafa, (2017) tarafindan yapilan bir ¢calismada DKIDso/ml
degeri 10°° olan BVDV-1 genotipiyle (yerel Misir susu) inaktif polivalan asi
formilasyonu gelistirilmis. Adjuvant olarak ISA 206’nin tercih edildigi bu ¢alismada
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sigirlarm antikor titrelerinin ¢ift doz uygulamadan sonra 60-90. gun pik yaptigi
saptanmustir. Ayrica hayvanlarda 9 ay boyunca koruyucu antikor titrelerinin devam
ettigi tespit edilmistir. Benzer bir inaktif polivalan asi ¢alismasinda aliiminyum
hidroksit adjuvant1 ve ISA 206 adjuvanti karsilastirilmistir (EI-Bagoury, Mansour, &
Kassem, 2019). Yag adjuvanth aginin aliiminyum hidroksitli asiya kiyasla daha erken
stirede koruyucu immun yanit1 indiikledigi, antikor tretiminin daha uzun siireli oldugu
ve Ozellikle etkili antikor titrelerine ulastigi bildirilmistir. Mevcut tez ¢calismasinda s6z
konusu arastirmayla uyumlu sekilde kobaylarda nétralizan antikor titre degerlerinin
21. giinden itibaren yag adjuvantli gruplarda daha yiiksek oldugu vebu durumu 111.
giine kadar korudugu tespit edilmistir (Sekil 26).

Bakteriyel ve viral agilarda adjuvant olarak saponin hem tek basina hem de
AlIHO3 bazli asilarla kombine bir sekilde kullanilmaktadir. Cibulski ve ark., (2016)
tarafindan yapilan bir c¢alismada farelerde inaktif BVDV asisinda saponin ve
aliminyum hidroksit adjuvantlar1 karsilagtirilmis olup aliiminyum hidroksit adjuvant
ile hazirlanan asmin, humoral immun yanit1 uyardigi, ancak hiicresel immun yanitin
gelismedigi saptanmustir. Fakat saponin adjuvantli asinin hem hicresel hem de

humoral immun yanit1 uyarabildigi ortaya koyulmustur.

Farkli bir calismada saponin ve aliminyum adjuvantlarmin beraber
kullannminda farelerde alliminyum bazli peptit-konjugat asiya karsi olusan immun
yanit1 artirdig1 gosterilmistir (Montaraz, Novotny, & Ivanyi, 1985). Sigirlarda bovine
ephemeral fever asisinda farkli adjuvantlarin degerlendirildigi ¢alismada sadece
saponin adjuvant1 igeren asiya karsi gelisen serolojik yanitin, AIHO3z ve saponin
kombinasyonlarmi iceren asidan daha yliksek oldugu bildirilmistir (Vanselow, Abetz,
& Trenfield, 1985). Tez galigmas1 kapsaminda kobay ve farelerde AIHO3 (F- 1) ve
AIHO3 + saponin (F-2) adjuvantlar: iceren as1 gruplar1 karsilastirilmis olup saponin
iceren gruplarm notralizan antikor oranlarmin daha yiuksek oldugu saptanmistir (Sekil
22 ve 26). F-1 ve F-2 gruplar1 arasindaki anlamli fark kobaylarda
81. gunde istatistiki olarak da ortaya koyulmustur (Tablo 27). BVD inaktif asi
calismasinda sigir ve farelerde saponin adjuvantinin 1 ve 1,5 mg/doz oranlari
karsilastirilmigtir (Abd El Fadeel, El-Dakhly, Allam, Farag, & El-Kholy, 2020). Her
iki dozun da hayvanlar icin guvenli oldugu ve koruyucu diizeyde immun yanit

olusturdugu bildirilmistir. Tez ¢alismasinda kobaylar i¢in 0,25 mg/doz ve fareler igin
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0,125 mg/doz oraninda saponin kullanilmis olup hayvanlar i¢in giivenli dozlarda
oldugu tespit edilmistir. Ayrica kobaylarda F-2 grubunun antikor titresinin ortalamasi
yag bazli adjuvant gruplarmdan diisiik olsa da bireysel olarak birka¢ hayvanda 51. ve
81. giinlerde koruyucu seviyelerde antikor titrelerine ulastigi saptanmistir (Tablo 17-
18). Fakat bu titrelerin 111. gunlerde distigi gorilmis olup aliminyum bazli

adjuvantin mekanizmasmdan kaynakli bir azalma oldugu diistiniilmektedir.
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5.3. Sonug

BVD virusu RNA genomuna sahip olmasi nedeniyle mutasyonlara olduk¢a agik
bir yapiya sahiptir. Ozellikle de immun yanit1 biiyiik 6l¢iide uyaran E2 proteininde
gelisen mutasyonlara bagl olarak suslar arasinda antijenik farkliliklar meydana
gelmektedir. Bu durum hem hastalik teshisinde zorluga hem de as1 etkinliklerinin
azalmasina neden olmaktadir. BVDV saha suslarini tanimlamak ve karakterize etmek
icin diizenli sekilde sorvelans ¢alismalarinin yiirtitiilmesi gerekmektedir. Bu nedenle

sahada sirkiile olan endemik suslarla olusturulan asilarin degeri 6n plana ¢ikmaktadir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda yapilan deneyler sonucunda elde edilen verileri

asagidaki gibi 6zetlemek mimkiindiir;

e Agi adayr yerel suslarin ¢ogalma karakterleri belirlenerek asi Gretim
stirecinde yiiksek verimlilik saglamak agisinda 6zellikle virus titresi gibi
One ¢ikan kriterlerin belirlenmesinin 6nemi gosterilmistir.

e Yerel as1 susu olarak belirlenen 3 adet BVDV susunun inaktivasyon
kosullar1 detaylariyla ortaya koyulmustur.

e Immunizasyon sonrasi gelisen humoral yanitin tespitinde in-house ELISA
testinin notralizasyon testini teyit etmek icin alternatif bir yontem olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica ndtralizasyon testinden daha hizli
sonu¢ vermesi ve hicre Kkaltarinin kullanilmamas: da avantajlar
arasindadir.

e Ags1 formiilasyonlarinda bulunan adjuvant oranlarinin ve asi igeriginin
giivelinirligi deney hayvanlar1 galismasi sonucunda ortaya koyulmustur.

e Ags1 icerisinde  bulunan BVD suslarmin  immunojenitelerinin
arastirilmasinda deney hayvani olarak fare ve kobay modelleriningtvenilir
sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir.

e AIOHs bazli adjuvant gruplarina nazaran yag bazli adjuvant gruplarinin

asida etkili sekilde galistig1 belirlenmistir.
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Yag bazli adjuvant gruplarinda F-3 formilasyonunun 21. ve 51. giinlerdeki
antikor titreleri yiksek olsa da 81. ve 111. ginlerde F-4 grubunun
asagisinda kaldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda F-4 grubundakullanilan
adjuvantin  yapist geregi (w/o/w) ast formiilasyonu asamasinda
kullanommin daha rahat olmasi1 acisindan kolaylik saglayacagi
distiiniilmektedir.

F-2 grubunda kullanilan saponinin AIOHs adjuvantinin etkinligini arttirdig:
belirlenmistir. Ileriki asamalarda tek basma saponin adjuvantmin
etkinliginin arastirilmasiyla kayda deger verilerin ortaya cikabilecegi
ongorulmektedir.

TR-21 (BVDV-1l) ve TR-15 (BVDV-2b) antijenlerinin gugcli
immunojenik 6zellik tasidig1 gosterilmistir.

As1 formilasyonunda bulunan BVDV TR-26 susunun
antijenik/immunojenik  ozellikleriyle  ilgili ~ detayli  ¢alismalar
gerekmektedir.

Asilarda bulunan yerel suslarim 6nemiyle beraber homolog ve heterolog
suslara karsi etkinlikleri ortaya koyulmustur.

Ileriki siireglerde inaktif yerel as1 iiretimi i¢in uygulanabilir giincel veriler
elde edilmistir.

Yerel suglarla hazirlanan as1 formiilasyonlar1 arasinda daha etkin olan bir
formilasyon (F-4) belirlenerek hedef hayvan tiirlinde test edilecek asamaya

gelinmistir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR
Ab: Antikor

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

Ag: Antijen

AGID: Agaroz Jel Immunodifiizyon

BCoV: Bovine Coronavirus

BDV: Border Disease Virus (Smir Hastalig1 Virusu)
BEA-Br: 2-bromoethilamonium

BEI: Binary Etilenimin

BNP: Bovine Neonatal Pansitopeni

BPIV-3: Bovine Parainfluenzavirus-3

BRDC: Bovine Respiratory Disease Complex (Sigirlari Solunum Sistemi Hastalik
Kompleksi)

BRSV: Bovine Respiratory Syncytial Virus

BoHV-1: Bovine Herpesvirus-1

BVDV: Bovine Viral Diarrhea Virus

cm?: Santimetre Kare

CSFV: Classical Swine Fever Virus (Avrupa Domuz Vebas1 Virusu)
cp: Sitopatojen

cpe: Sitopatojenik etki

DKIDso: Doku Enfektif Doz-50

dk: Dakika

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
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DNA: Deoksiribonukleik Asit

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FDS: Fotal Dana Serumu

GM-CSF: Graniilosit Makrofaj Koloni Uyarici Faktorii

Gr: Gram

HAd: Hemadsorbsiyon

HADYEK: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

IFAT: indirect Fluorescent Antibody Test (Indirek Floresan Antikor Testi)
IFN: Interferon

Ig: immunglobulin

IIPMA: indirect Immunoperoxidase Monolayer Assay (Indirek Immunoperoksidaz

Monolayer Testi)
IL: Interldkin
IRES: Internal Ribosome Entry Site (Internal Ribozom Giris Bolgesi)

IRF-3: Interferon Regulatory Transcription Factor-3 (Interferon Diizenleyici

Transkripsiyon Faktor-3)
IU: Internasyonel Unite
[A: Inaktif As1

Lt: Litr

mAb: Monoklonal Antikor

MCA: Modifiye Canli As1
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MD: Mucosal Disease (Mukozal Hastalik)
MDBK: Madin Darby Bovine Kidney

MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi
ml: Mililitre

mM: Milimolar

MOI: Multiplicity of Infection

nAb: Notralizan Antikor

ncp: Non-sitopatojen

ng: Nanogram

nm: Nanometre

NMWL: Nominal Molecular Weight Limit (Nominal Molekiiler Agirlik Limit)
OD: Optik Dansite

ORF: Open Reading Frame (Okuma Bolgesi)

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern (Patojen ile Iliskili Molekiiler

Patern)

PE: Persiste Enfekte

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

pH: Potansiyel Hidrojen

RNA: Ribonukleik Asit

Rpm: Revolutions per Minute (Dakikadaki Devir Sayis1)
RT-PCR: Revers Transkripsiyon-Polimeraz zincir Reaksiyonu
SFT-R: Sheep Fétal Thymus-R

sn: Saniye

109



SNso: Serum Notralizasyon-50

sSRNA: Tek Zincirli RNA

UTR: Untranslated Region (Bilgi Kodlamayan Bélge)
VI: Virus izolasyonu

VNT: Virus Noétralizasyon Testi

W: Well (Kuyucuk/G6z)

%: Yizde

ul: Mikrolitre

ug: Mikrogram

€: Euro
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8. EKLER

T.C.

ULUDAG UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

Gbrilkle Yerlegkesi, 16059 Niliifer/ BURSA-TURKIYE

|
*!

incelendi. Projenin etik agidan uygun olduguna, galigmanin agagidaki hususlar dikkate alinarak yurutuimesine ve sorumiu
aragtinciya iletiimesine oy birliji/oy coklugu ile karar verildi

- ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI
Ast Adayi Yerel BVD Virus Suslarinda Inaktivasyon Kinetiginin 1
ARASTIRMANIN ADI Belirlenmesi ve Deney Hayvanlarinda Immunizasyon Caliymalar:
| PROJE YURUTUCUSU Prof Dr. Kadir YESILBAG N
BASVURU | KURUMU UU Veteriner Fakoltesi Viroloji AD
BILGILERI YARDIMCI ARASTIRICILAR Aras. Gor Berfin KADIROGLU
ARASTIRMANIN NITELIGI Berfin KADIROGLU'nun Doktora Tez Projest
ARASTIRMANIN SURESI 01 Temmuz 2018 — 30 Haziran 2021
KULLANILACAK HAYVAN TURU UU-HADYEK tarafindan verilen 05 04 2016 tarih ve 2016-05/02 nolu
L VE SAYISI kararda yer alan 50 Adet Kobay kullanilacaktir
I Belge Adi Tarihi ]
DEGERLENDIRILEN —— 1
iLGILI ARASTIRMA BASVURU FORMU 25.05.2018
BELGELER -
ARAR KararNo : 2018 - 08 / 03 Tarih : 30.05.2018 |
BILGILERI Yukanda bagvuru bilgileri verilen aragtirma projesi gerekge, amag ve yontemler dikkate alinarak goruguldu ve ilgil belgeler

1) Projede herhang bir degisiklik gerektiginde kurulumuzdan onay alinmasi,
2) Projede bildinlen dedigikiik onay alinmasl,
3) Deney hayvanlan Gzennde yapilacak girigimin baglangig ve bitis tanihinin bildiriimesi,
4) Galigma suresinde tamamlanamaz ise ek sure talebinde bulunulmas,
5) Gahgma sonug
K KURUL BILG!
S OYELER
Unvani | Adi / Soyadi Uzmanlik liski | Imza o
EK Oyoligi Dalt Kurumu ") m ot ——— Disinceler
Prof. Dr_Kasim OZL! ; OE :
alis e 0K Tip- Fizyoloji TipFakotesi | o
OE
Prof Dr Levent BUYUKUYSAL Tip- Farmakoloji Tip Fakultesi —
Bagkan Yardimcist | H
OE
Prof Dr Erdogan SENDEMIR Tip - Anatomi Tip Fakultest
Uye mH
0OE
Prof Dr M. Mufit KAHRAMAN Vet- Patoloji Veteriner Fakoitest mH
U
OE s
Prof Dr. Ayse TOPAL Vet- Cerrahi Veteriner Fakultesi
Uye mH
OE
Prof Dr Aydin IPEK Ziraat- Zootekni Ziraal Fakaltest
Uye mH
Fen Edebiyat - Fen Edebiyat QE
PROLORSbITAS Byoloj Fakulles: mH
e L S ——
Sema OZKAN SUA Toptun Makine Muhendisi OE
Uye Kurulug Uyesi mH
Sivil Toplum Zraatyoksexk | OE
TaneL ;E;JLER Kurulus Uyesi Mahendisi mH
OE
Faruk KUGUKYILDIZ Vetenner Hekim UU-DEHYUAM
Uye mH

Arastirma ile Tligkisi
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9. TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince beni destekleyen, bilgi, tecriibe ve
onerilerini eksik etmeyen degerli danisman hocam saym Prof. Dr. Kadir YESILBAG’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismam sirasinda bana yardimcei olan degerli meslektas arkadaglarim Aras.
Gor. Dr. Recep Hakki KOCA’ya ve Vet. Hek. Orhun YAVUZ’a sonsuz tesekkiir

ederim.

Bu zorlu siiregte yardimlarini esirgemeyen, iyi giinde ve kot giinde yanimda olan
sevgili dostum Aras. Gor. Ozer ATES’e, ayn1 zamanda tecriibelerini ve bilgilerini her
daim aktaran sevgili ablam Dokt. Ogr. Uyesi Gizem AYTOGU’a, sevgili bélim
arkadasim Ogr. Gor. Dr. Eda Baldan TOKER e tesekkiir ederim.

Son olarak beni buyiiten, okutan, yol gdésteren ve tim zorluklara beraber gogiis
gerdigim camim annem Fatma KADIROGLU’na, canim babam Ali Kemal
KADIROGLU’na, canim kardeslerime ve diger tiim aile iiyelerine tesekkiirii bir borg

bilirim.

Berfin KADIROGLU
2022
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10. OZGECMIS

[Ikdgretimi Diyarbakir Ozel Nil Kolleji, Ortadgretimi Diyarbakir Mustafa Kemal
Ortaokulu ve Lise 6grenimini Diyarbakir Selahattin Eyyubi Anadolu Lisesi’nde
tamamlamustir. Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nde 2009 yilinda baslamis
oldugu iiniversite egitimini 2014 yilinda tamamlayarak mezun olmustur. Ogretim
Uyesi Yetistirme Program kapsaminda 2015 yilinda Arastirma Gorevlisi olarak Dicle
Universitesi Viroloji Anabilim Dalr’na atanmistir. 2016 yilindan itibaren Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda doktora egitimi almak

Uzere goreve baslamstir.
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