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TURKCE OZET

Bu tez calismasinda Bursa ve komsu illerde bulunan sigirlarda solunum
sistemi enfeksiyonlarma neden olan 6nemli viral patojenlerden bovine respiratorik
sinsityal virus (BRSV), bovine parainfluenza virus-3 (BPIV-3), bovine viral diarrhea
virus (BVDV) ve bovine herpesvirus-1 (BoHV-1) etkenlerinin konvansiyonel
virolojik yontemler ve molekiiler yontemler aracilifiyla tespit edilmesi, genetik
karakterizasyonunun yapilmasi ve saha izolatlarinin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu
amagcla solunum sistemi bulgular1 gosteren sigirlarda 133 nazal svab ve 60 akciger
doku 6rnegi olmak iizere toplam 193 6rnek degerlendirildi. Tiim 6rnekler MDBK
hiicre hattinda virus izolasyonuna tabi tutuldu. Ayrica 6rneklere BRSV varligini
tespit etmek i¢in nested RT-PCR; BPIV-3 i¢in hemadsorbsiyon testi ve RT-PCR;
BVDV i¢in immunoperoksidaz testi, antijen-ELISA ve RT-PCR; BoHV-1 i¢in
antijen-ELISA ve PCR yontemleri uygulandi.

Virus izolasyonu ¢alismalarinda 1 BPIV-3 (ET-81) ve 2 non-sitopatojen
BVDV saha izolat1 (DO-48 ve ET-94) elde edildi. Antijen-ELISA testleri sonucunda
10 6rnek BVDV antijen pozitif olarak saptanirken; BoHV-1 antijeni tespit edilemedi.
RT-PCR ve PCR araciligiyla hayvanlarin %6,74’tinde (13/193) solunum sistemi
enfeksiyonu saptanirken, BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 prevalans: sirasiyla
%2,59 (5/193); %0,52 (1/193); %2,59 (5/193) ve %1,04 (2/193) olarak tespit edildi.
Elde edilen PCR firiinlerinin dizi analizleri ve sonrasinda filogenetik analizleri
yapildi. Bunun sonucunda DO-7, ET-63 ve ET-124 kodlu dizinlerin BRSV’nin F gen
bolgesine gore birbirleriyle yakm iligkili oldugu; ET-81 kodlu dizinin HN proteini
gen bolgesine gore BPIV-3c genotipinde; DO-48, ET-64 ve ET-94 kodlu dizinlerin
5’UTR gen bolgesine gore sirasiyla BVDV-1f, BVDV-la ve BVDV-1l alt
gruplarinda; ET-121 kodlu dizinin ise gC gen goélgesine gére BoHV-1.1 alt grubunda
yer aldig1 belirlendi. Orneklerde ¢oklu enfeksiyon tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: BRSV, BPIV-3, BVDV, BoHV-1, PCR, Molekiiler
karakterizasyon, Virus izolasyonu
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SUMMARY

“Molecular Diagnosis of Bovine Respiratory Viruses in Clinical and Necropsy
Samples”

The aim of this PhD thesis is to determine the presence of bovine respiratory
syncytial virus (BRSV), bovine parainfluenza virus type 3 (BPIV-3), bovine viral
diarrhea virus (BVDV) and bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1), which are
important viral pathogens of bovine respiratory disease. For that purpose,
conventional virologic methods and molecular methods were employed. A total of
193 samples (133 nasal swabs and 60 lung tissue samples) from the cattle showing
respiratory system findings were examined in Bursa and neighboring provinces. For
virus isolation, all the samples were inoculated onto MDBK cell culture for 3 blind
passages. In addition, the samples were tested by nested RT-PCR for BRSV;
hemadsorption test and RT-PCR for BPIV-3; immunoperoxidase monolayer assay,
antigen-ELISA and RT-PCR for BVDV; antigen-ELISA and PCR methods for
BoHV-1.

During virus isolation, 1 BPIV-3 (ET-81) and 2 non-cytopathogenic BVDV
(DO-48 and ET-94) isolates were obtained. By antigen-ELISA tests, 10 samples
were found to be positive for BVDV antigen, while there was no positive sample for
BoHV-1 antigens. By RT-PCR and PCR, the prevalence of BRSV, BPIV-3, BVDV
and BoHV-1 was determined as 2,59% (5/193); 0,52% (1/193); 2,59% (5/193) and
1,04% (2/193), respectively. 6,74% (13/193) of the animals tested were found to
have respiratory infection caused by these viruses. Sequence analysis was performed
on PCR products from selected samples. According to phylogenetic analyses, DO-7,
ET-63 and ET-124 sequences were closely related to each other according to the F
gene region of BRSV. ET-81 was found in the genotype of BPIV-3c according to
HN protein gene region. DO-48, ET-64 and ET-94 sequences that were identified as
BVDV-1 and 5'UTR-based analysis demonstrated the existence of BVDV-1f,
BVDV-1a, and BVDV-1l subgenotypes, respectively. ET-121 sequence was found to
take part in BoHV-1.1 subgroup according to gC gene region. No multiple infections
could able to be detected in the samples.

Keywords: BRSV, BPIV-3, BVDV, BoHV-1, PCR, Molecular Characterization,

Virus isolation.
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1. GIRIS

Sigir solunum sistemi enfeksiyonlari tiim diinyada sik rastlanan ve enfeksiyon
sonrasi bliylime geriligi, kondiisyon kaybi, hayvan 6liimleri, pndmoni ve sekonder
enfeksiyon olusumuna neden olan bir problemdir. Hastaligin ortaya ¢ikmasmda
hayvanlarin kotii bakim sartlar1 ve kalabalik ortamda barindirma gibi stres yaratan
kosullara maruz kalmas: 6nemli bir faktordiir. Buna bagli olarak immunsupresyon
sekillenmesi ile birlikte anneden buzagiya kolostrumla gegen antikorlarin yeterli
diizeyde olmamasi da solunum sistemi enfeksiyonlarinin olusumunda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Gulliksen ve ark., 2009a; Smith, 2000; Urban-Chmiel ve Grooms,
2012).

Sigir solunum sistemi enfeksiyonlariciddi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Ornegin; Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) her yil yaklasik
300.000 siit sigir1 akciger problemleri nedeniyle 6lmekte veya itlaf edilmektedir.
Sigirlarin siit veriminde azalma, tedavi masraflari, 6liim ve itlaf nedeniyle 2013
yilinda ABD’de tespit edilen solunum sistemi enfeksiyonu kaynakli ekonomik kayip
yaklasik 30 milyon Amerikan dolari1 (USD) olarak hesaplanmistir (Guterbock, 2014).
Yine ABD’de yapilan bir ¢aligmada, solunum sistemi enfeksiyonuna sahip bir sigirin
ortalama tedavi masrafi 15,60 USD olarak bulunmustur. Bu iicrete, giinliik siit
verimi, yemden yararlanmanin azalmasi ve karkas kalitesindeki diisme gibi indirekt
maliyetler de eklendiginde hayvan basma Ongoriilen kayip 92,30 USD’ye kadar
yiikselmektedir (Schneider ve ark., 2009).

Akcigerlerinin yapisal dzellikleri nedeniyle sigirlar diger ¢iftlik hayvanlarina
oranla solunum sistemi enfeksiyonlarina daha yatkindir. Genel olarak sigirlarin
akcigeri etkili ¢alisan bir klirens mekanizmasina sahip degildir. Sigirlar yiiksek rakim
ya da yiikksek metabolik aktiviteye maruz kalma durumunda daha diisiik alveolar

oksijen seviyesi ve daha kiiciik gaz degisim kapasitesi sergilemektedir. Diisiik



oksijen seviyesi makrofaj aktivitesini yavaslatabilmekteve buna bagli olarak
akcigerde meydana gelen hiicresel dokiintiilerin ve patojenlerin uzaklastirilmasinda
aksamalar olabilmektedir. Azalan fagositik aktiviteye bagli olarak solunum yollarmin
tikanmas1 yani sira, sigir akcigerinin anatomik olarak bolimlesmis yapida olmasi
dasigirlart bolgesel hipoksiye daha meyilli bir hale getirmektedir. Bu durum,
akcigerlerde patojenlerin ¢ogalmasi igin elverigli bir ortam olusmasina neden

olmaktadir (Flock, 2004).

Sigirlarin solunum yolu enfeksiyonlarmin etiyolojisinde bir¢ok viral etken rol
oynayabilir. Bu etkenler arasinda bovine respiratorik sinsityal virus (BRSV), bovine
parainfluenza virus-3 (BPIV-3), bovine viral diarrhea virus (BVDV) ve bovine
herpesvirus-1 (BoHV-1) 6nemli yer tutmaktadir (Autio ve ark., 2007; Gulliksen ve
ark., 2009b; Hagglund ve ark., 2006; Hértel ve ark., 2004; Moreno-Lopez, 1990;
Urban-Chmiel ve Grooms, 2012; Valarcher ve Hagglung, 2006). Ayrica bovine
coronavirus, bovine adenovirus ve bovine rhinovirus gibi viral etkenler de solunum
sistemi enfeksiyonlarma neden olabilmektedir (Hasoksiiz ve ark., 2005; Richer ve
ark., 1988) Solunum sistemi enfeksiyonlarmmn primer nedeni genellikle viral
etkenlerdir. Ornegin BPIV-3'iin hiicresel immuniteyi baskilamasi ve BVDV'nin
lenfosit ve notrofilleri hedef alarak immunsupresyona neden olmasi prognozun daha
kotii sonuglanmasina ve hayvanlarin sekonder bakteriyel enfeksiyonlaradaha yatkin
olmasma neden olmaktadir (Moreno-Lopez, 1990). S6z konusu sekonder etkenler
arasinda en Onemlileri olarak Mycoplasma bovis, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni ve Pasteurella multocida sayilabilir (Autio ve ark., 2007; Dabo ve
ark., 2008; Héagglund ve ark., 2006; Rice ve ark., 2008).

Sigirlarm  viral solunum yolu enfeksiyonlarina bagli klinik tablolar
cogunlukla birbirine benzemekte, bu etkenlerin ozellikle bir arada bulunmasi
durumunda oldukg¢a siddetli seyreden klinik olgular ve oliimler goriilmektedir. Bu
nedenle, bu tiir enfeksiyonlarm kesin ve giivenilir tanisi, hem almmacak kontrol
onlemlerinin belirlenmesi hem de enfeksiyonlarin izlenmesi agisimdan Onem
tagimaktadir. Sigir solunum sistemi enfeksiyonlarinin tanisinda test stiresi, duyarlilik
ve Ozgiinliik agisindan farkliliklar1 olan etken izolasyonu ve Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) gibi konvansiyonel yontemler veya polimeraz zincir



reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler testler kullanilmaktadir. Rutin teshis ¢aligmalarinda
genel olarak etkene spesifik antijenlerin tespitine dayanan ELISA teknigi oncelikli
olarak kullanilmakta, sonrasinda ise etkenin hiicre kiiltiirlerinde izolasyonu ve PCR
gibi yontemlerle belirlenmesi ile taniya gidilmektedir (Caswell ve ark., 2012;
Cockcroft, 2015; Cooper ve Brodersen, 2010).

Bu doktora tez galismasinda Bursa ve gevre illerde (Balikesir, Kiitahya,
Bilecik ve Kocaeli) solunum sistemi enfeksiyonu belirtisi gosteren sigirlardan

saglanan nazal svab ve akciger doku 6rneklerinde,

e En Onemli solunum sistem viruslart olan BRSV, BPIV-3, BVDV ve
BoHV-1 etkenlerinin konvansiyonel virolojik yontemler ve genetik
tabanli molekiiler teshis yontemi olan PCR metoduyla saptanmast,

e BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 etkenlerinin molekiiler diizeyde
tiplendirme c¢alismalar1 yapilarak ¢esitlilik ve genetik yakmligmin
belirlenmesi,

e Virus izolasyonu yapilarak saha izolatlarmin elde edilmesi,

e Virus izolasyonu, antijen ELISA ve PCR sonuglar1 arasindaki
uyumlulugun karsilastirilmasi,

e Elde edilen veriler 1s1gmda solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan
viruslarin iilkemizdeki durumuyla ilgili gilincel verilerin elde edilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Sigirlarin solunum yolu enfeksiyonlarmin etiyolojisinde en sik karsilagilan
viral etkenler bovine respiratorik sinsityal virus (BRSV), bovine parainfluenza virus-
3 (BPIV-3), bovine viral diarrhea virus (BVDV) ve bovine herpesvirus-1 (BoHV-
1)’dir. S6z konusu viruslarin solunum sistemi enfeksiyonlarindaki roliiyle ilgili genel

bilgiler asagida sunulmustur.
2.1. Bovine Respiratorik Sinsityal Virus (BRSV)

Bovine  respiratorik  sinsityal  virus,  Monjiviricetes  sinifindaki
Mononegavirales dizini, Pneumoviridae ailesi, Orthopnuemovirus cinsinde yer
almakta ve bovine orthopneumovirus olarak adlandirilmaktadir (ICTV, 2018). Etken
zarfli ve helikal simetriye sahiptir. Virion yapisi i¢in iki temel form tanimlanmistir:
35-150 nm capinda kabaca yuvarlak sekilli pleomorfik yapida ya da 60-110 nm
capmda 5 um uzunlugunda filament6z yapida olabilmektedir (Trudel ve ark., 1989;
Valarcher ve Taylor, 2007). Etkenin elektron mikroskop ve tomogram goriintiileri
Resim 1°de, virion ve viral genoma ait 6zellikler Sekil 1’de verilmistir. Viral genom
yaklasik 15,2 kb uzunlugunda ve toplamda 11 adet protein kodlayan RNA
yapisindadir. Virionu ¢evreleyen zarf, konak hiicre plazma membranindan kdken
almis ve spike olarak da adlandirilan {ic adet transmembran glikoproteini
icermektedir. Bu glikoproteinler konak hiicreye adsorbsiyondan sorumlu biiyiik
glikoprotein (G), membran flizyonunda rol alan fiizyon (F) proteini ve fonksiyonu
hentiiz bilinmeyen kii¢iik hidrofobik (SH) proteindir. Pneumoviruslarin G proteini ile
paramyxoviruslarim HN proteini ayni1 gorevi istlenmesine karsin G proteininin
hemagliitinasyon aktivitesi bulunmamaktadir. Ayrica virion yapisinda niikleokapsid
(N), fosfoprotein (P), viral RNA bagimli polimeraz proteini (L) ve niikleik asidi
kapsayan helikal bir niikleokapsid yer almaktadir. Bu proteinlere ek olarak fig

formdan olusan matriks proteinine (M, M2.1 ve M2.2) sahiptir. M proteini, zarf ile



niikleokapsid arasinda baglant1 kurarak virionun stabilitesini saglamakta gorev alir.
BRSV genomunda kodlanan iki adet yapisal olmayan protein (NS1 ve NS2)
interferon o ve B’ya karsi direng olusumunda gorevlidir (Maclachlan ve Dubovi,
2017; Sacco ve ark., 2014; Valarcher ve Taylor, 2007; Van Vuuren, 2004; Yesilbag,
2017). Viral partikiiller s6z konusu proteinler disinda aktin, kaveolin-1 ve majér
histokompatibilite kompleksi-I (MHC-1) molekiili gibi hiicresel proteinleri de
icerebilmektedir. Boylece sigir hiicrelerinde ¢ogalan BRSV, sigir MHC-I
molekiiliine spesifik monoklonal antikorlar tarafindan nétralize edilebilmektedir
(\Valarcher ve Taylor 2007).

Resim 1. A: Insan respiratorik sinsityal virusunun (HRSV) elektron mikroskobi goriintiisii.
B:HRSV niikleokapsidinin tomogram goriintiisii (ICTV, 2017).
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Sekil 1. A: BRSV’nin virion yapisi; B: BRSV’nin genom organizasyonu (Valarcher ve Taylor, 2007).



[k kez 1970 yilinda Isvicre’de izole edilmis olan (Paccaud ve Jacquier, 1970)
BRSV’nin insan respiratorik sinsityal virusu (HRSV) ile antijenik benzerlik
gosterdigi bildirilse de (Van Der Poel ve ark., 1994), yapisal ve antijenik olarak en
cok caprine respiratorik sinsityal virus (CRSV) ile yakinlik gostermektedir (Trudel
ve ark., 1989; Valarcher ve Taylor 2007).

BRSV kaynakli enfeksiyonlarda sigirlar dogal konak¢idir. Koyun ve kegiler
de enfeksiyona duyarhidir ve deneysel olarak enfekte edilebilmektedir. Ancak bu
tiirlerin hastalik epidemiyolojisindeki rolleri tam olarak anlasilamamuistir.Virus nazal
sekresyonla sagilmakta ve solunum yoluyla organizmaya giris yapmaktadir. Hassas
populasyonlarda yayilma ¢ok hizlidir. Cogunlukla BVDV, BPIV-3, Pasteurella ve
adenoviruslarla kombine enfeksiyonlar meydana getirmektedir. BRSV kaynakli
solunum sistemi enfeksiyonlari genellikle 3-12 aylik yastaki buzagilarda goriilmesine

karsin yetiskin sigirlarda da enfeksiyon olusmaktadir (Van Vuuren, 2004).

BRSV enfeksiyonu buzagilarda burun ve goézyasi akintisi, yiiksek ates,
hiriltili solunum ve solunum giigliigiiyle karakterize klinik bulgularla seyretmektedir.
Nekropsi bulgularinda akcigerin ¢ogunlukla kraniyal, kranio-dorsal ve ventral
loblarinda koyu kirmizi renkli, karaciger kivaminda (hepatize) alanlar ile birlikte
kesit yliziinde 6dem ve atelektazik alanlar goriiliir. Sekonder enfeksiyonlarla
kombine olmas1 durumunda brons, bronsiol ve alveollerde irinli ve nekrotik bdlgeler

olusabilir (Van Vuuren, 2004; Ozyildiz ve ark., 2017).

Enfeksiyon teshisi amaciyla sigir kokenli hiicre hatlar1 kullanilarak svab ve
akciger dokularindan virus izolasyonu yapilabilir. Etken hiicre kiiltiiriinde sinsityum,
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcigi ve nekrozla karakterize sitopatolojik etki
gostermektedir (Van Vuuren, 2004; Urban-Chmiel ve ark., 2014). Hiicre duyarlihgini
aragtirmak amactyla yapilan bir ¢alismada sigir bobrek, sigir trakea ve tavuk embriyo
hiicre hattinda virus izolasyonu ¢aligmasi yapilmis ve en duyarh hiicre hatt1 olarak
s1g1r trakea hiicre hatti tespit edilmistir (Urban-Chmiel ve ark., 2014). Ancak virusun
cevre sartlarina karsi ¢ok duyarli olmasi virus izolasyonu sansini azaltmaktadir. Bu
nedenle svab ve akciger dokularinda immunofloresan boyama teknigiyle antijen
tespiti yapilabilmektedir. Viral genom tespiti amactyla reverz-transkripsiyon PCR
(RT-PCR) tekniginden yararlanilabilir (Brodersen, 2010). RT-PCR ¢aligmalarinda



virusun genetik ve antijenik heterojenitesinden dolayr G, N ve F proteinleri, BRSV
suglarmin smiflandirilmasi igin en kullanisli hedef bolgeler olarak bildirilmektedir
(Valarcher ve ark., 2000). One step real-time RT-PCR tekniginin, virus izolasyonu
ve immunofloresan teknigine goére daha duyarli oldugu tespit edilmistir (Thonur ve
ark., 2012).

BRSV enfeksiyonlarina karsi maternal antikorlarin koruyuculugunun yetersiz
oldugu bilinmektedir. Kolostrum alan ve almayan buzagilarin karsilastirilmasmin
yapildig1 bir ¢alismada kolostrumla beslenen buzagilarda lokal ve sistemik immun
yanitlarinin baskilandigi ve her iki grubun akciger lavaj sivilarinda esit titrede BRSV
varlig1 tespit edilmistir. Bu durum maternal antikor araciligiyla koruyuculugun ¢ok
etkili olmadigim1 gostermektedir (Kimman ve ark., 1987). Buna karsin deneysel
olarak BRSV inokulasyonu sonrasi kolostrum almamis buzagilara kiyasla kolostrum
almis buzagilarda, hastalik bulgularmin daha hafif seyrettigini bildiren ¢alisma da
bulunmaktadir (Belknap ve ark., 1991).

BRSV enfeksiyonlarindan korunma amaciyla asilama Onerilse de,
koruyuculuk diizeyleriyle ilgili farkli degerlendirmeler bulunmaktadir. Ticari olarak
modifiye canli asilar ve inaktif BRSV igeren asilar {iretilmektedir. Yapilan
calismalarda inaktif asilarin canli asilara kiyasla daha diisiik antikor yanit1
olusturdugu ve yeterli koruyuculuk saglamadigi bildirilmektedir (Ellis ve ark., 1995;
Ellis ve ark., 2001). Diger taraftan maternal antikor almis buzagilarda inaktif asilarla
astlamanin korumada etkili oldugunu bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir (Patel ve
Didlick, 2004). Ayrica modifiye canli asilarin intranazal yolla uygulamalariyla etkili
bir korunma elde edildigi bildirilmistir (Divers, 2007). BRSV asilar1 ¢ogunlukla
diger viruslarla (BPIV-3, BRSV, BoHV-1) ve bakterilerle kombine asilar seklinde

kullanilmaktadir.

2.2. Bovine Parainfluenza Virus-3 (BPI1V-3)

Bovine parainfluenza virus-3 etkeni Monjiviricetes sinifi, Mononegavirales
dizini, Paramyxoviridae ailesi, Respirovirus cinsinde yer almakta ve son taksonomi
verilerinde bovine respirovirus-3 olarak adlandirilmaktadir (ICTV, 2018). Virion

zarfli, helikal simetrili ve yaklasik 150 nm biiyiikligiinde olup morfolojik olarak



pleomorfik ozellik gostermektedir (Fauquet ve Mayo, 2005). Virion iizerinde
hemagliitinin-ndyraminidaz (HN) ve fiizyon (F) glikoproteinlerinin olusturdugu 8-14
nanometre (nm) uzunlugunda peplomerler bulunmaktadir (Sekil 2). Virus
hemagliitinin  glikoproteini araciligiyla konak hiicre yiizeyindeki siyalik asit
reseptorlerine baglanir. NOyraminidaz aktivitesi, hiicrede ¢ogalan yeni nesil
virionlarin konak hiicreden ayrilmasi siirecinde mukéz membranlardaki miisin
inhibitorlerinin yikimlanmasinda rol alir. Fiizyon proteini ise virusun hiicreler
arasinda nakledilmesi, virusun penetrasyonu, enfekte hiicrelerin birleserek dev hiicre
olusumu ve koruyucu immun yanit olusumundan sorumludur. (Maclachlan ve
Dubovi, 2017; Yesilbag, 2017).

Matrix protein (M)

Hemagglutinin-neuraminidase(HN)

Fusion protein (F) £ GF° S / £%__ Phosphoprotein (P)

3 Nucleoprotein (N)

Polymerase (L)

Sekil 2. Respiroviruslarda virion yapisi (Viralzone, 2018).

Viral genom, negatif anlamli tek iplik¢ikli yaklagik 15 kb uzunlugunda linear
RNA yapisindadir. Viral RNA 5’ cap bolgesi igermez ve 3’ ucunda poliadenilasyon
gerceklesmez; ancak fonksiyonel 5° ve 3’ ug¢larinda bilgi kodlamayan bélgeler (non-
coding region) bulunur. Viral genom RNA genomunu korumada rol alan
niikloprotein (N), viral genom transkripsiyonunda gorev alan fosfoprotein (P) ve
polimeraz proteini (L), virion stabilitesini saglayan membran iligkili matriks proteini
(M), hiicreye penetrasyon ve sinsityum olusumunda rol alan fiizyon proteini (F),
adsorbsiyondan sorumlu hemagliitinin-ndyraminidaz proteini (HN) ve yapisal
olmayan proteinleri (C) kodlamaktadir (Sekil 3) (Maclachlan ve Dubovi, 2017).
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Sekil 3. Respiroviruslarda genom organizasyonu (Viralzone, 2018).

BPIV-3, ilk olarak 1959 yilinda ABD’de “’Shipping fever’” vakasi olarak
yiiksek ates, Oksiiriik, burun akintisi, gozyasi akintist ve konjuktivitis gibi klinik
bulgu gosteren sigirlarin nazal svab orneklerinden izole edilmistir (Ellis, 2010;
Hoerlein ve ark., 1959; Reisinger ve ark., 1959). Hastalik tiim diinyada yaygin olarak
goriilmektedir. BPIV-3 enfeksiyonlari insan, sigir, koyun, kec¢i, deve, kobay gibi
farkli tiirlerde tespit edilmistir. Etken sa¢ilimi nazal ve okiiler sekresyonlar
araciligryla olur. Deneysel olarak enfekte edilmis sigirlarda 8-10 giin boyunca virus
sacilimmin gergeklestigi tespit edilmistir. Duyarl tiirler arasinda bulasma aerosoller
veya nhazal akintiyla kontamine yemler araciligiyla olmaktadir (Maclachlan ve
Dubovi, 2017; Van Vuuren, 2004).

BPIV- 3, solunum yoluyla viicuda girdikten sonra ilk olarak trakea, bronglar
ve alveollerdeki epitel hiicrelerini enfekte etmektedir. Daha sonra etken mukosilier
sistemi tahrip ederek diger enfeksiyonlar i¢in predispozisyon yaratir. Ayrica alveoler
makrofajlar1 enfekte ederek; bu hiicrelerin bakterileri 6ldiirme, fagozom ve lizozom

flizyonunun kisitlanmasina ve immunsupresyona neden olabilmektedir (Van Vuuren,
2004).

Hastalik sigirlarda genellikle subklinik olarak seyretse de ates, gozyasi
akmtisi, ser6z burun akintisi, depresyon, dispne ve Oksiiriik goriilebilmektedir.
Enfekte hayvanlarda akcigerin antero-ventral kisimlarinin etkilenmesi sonucu
bronkointerstisyel pnomoni gelisebilir. Hastalik, komplike olmadigi durumlarda 3-4
giin i¢inde kendiliginden iyilesmektedir. Ancak stres durumlarinda diger viral
etkenler (bovine adenovirus, bovine coronavirus, BRSV, BVDV, BoHV-1 gibi) ya
da sekonder bakteriyel enfeksiyonlarla (6zellikle Mannheimia haemolytica) kombine
olabilmektedir. Bu durumda purulent burun akintisi, Oksiiriikk, hizli solunum,

istahsizlik, ates, genel halsizlik ve akut fibr6z bronkopndmoni kaynakli ciddi




mortaliteyle karakterize agir seyirli bir hastalik tablosu olusmaktadir. Kotii hijyen,
asir1 kalabalik barindirma, nakil, sert iklim kosullar1 gibi stres yaratan durumlar,
hayvanlarin hastaliga karst daha yatkin hale gelmesine neden olmaktadir

(Maclachlan ve Dubovi, 2017; Taylor ve ark., 2010).

Enfeksiyon tanisi, virus izolasyonuna ilave olarak antijen, antikor ve viral
niikleik asit tespiti yontemleriyle yapilabilmektedir. Virus canli hayvanlarda nazal
svab, bronko-alveolar lavaj sivisi, 6len hayvanlarda ise akciger ve trakeadan izole
edilebilmektedir (Van Vuuren, 2004). Etkenin ¢evre sartlarina asir1 duyarli olmasi ve
virion yapisinin dondurup-¢ozdiirme isleminde zarar gorecek hassasiyette olmasi
virus izolasyonu sansmi olumsuz etkilemektedir (Yesilbag, 2017). Virus izolasyonu
sigir ve koyun fotal akciger, testis ve bobrek gibi primer veya devamli hiicre
kiiltirleri  kullanilarak  yapilabilir. Enfekte hiicre kiiltiirlerinde  sinsityum,
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcigi ve hiicre tahribatiyla karakterize sitopatolojik
etkiler olustugu goriilmektedir. Enfekte hiicrelerde tavuk, sigir yada kobay
eritrositleri kullanilarak gergeklestirilen hemadsorbsiyon testi ile viral antijen tespiti
yapilabilmektedir. Viral antijen tespiti igin ELISA, immunofloresan ve
immunoperoksidaz yontemlerinden de yararlanilmaktadir. Serolojik teshis amaciyla
hemagliitinasyon inhibisyon, plak rediiksiyon veya virus nétralizasyon yontemleri
kullanilabilir. Etken izolasyon sansinin diisiik oldugu durumlarda hiicre bagiml
testlere alternatif olarak viral niikleik asit tespiti i¢in RT-PCR teknigi uygulanabilir.
RT-PCR tekniginde genellikle yapisal proteinleri kodlayan gen bolgeleri olan HN, P
ya da F genine spesifik primerler tercih edilmektedir (Ellis, 2010; Van Vuuren, 2004;
Vaucher ve ark., 2008).

Enfeksiyondan korunmada asi uygulamalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir.
BPIV-3 i¢in ilk as1 gelistirilmesine 1960’11 yillarda baglanmistir. Giiniimiizde BPIV-
3 asilar1 parenteral yolla uygulanmaktadir. As1 uygulamalarinda inaktive edilmis
viruslar1 ve bazi bakterileri de igeren multivalan asilar kullanilmaktadir. Parenteral
asilar diginda intranazal canli as1 uygulamalar1 da bulunmaktadir. Intranazal asilar alt
solunum yollarinda virus replikasyonunu kisitlayacak sicaga duyarli mutantlar
kullanilarak gelistirilmistir. Her iki as1 tipinin de hem lokal hem de sistemik antikor

yanitin1 uyardigir gosterilmistir. Ancak bu durum asilama sirasindaki lokal ve
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sistemik antikor konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir (Ellis,
2010; Van Vuuren, 2004).

2.3. Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV)

Flaviviridae ailesi, Pestivirus cinsinde yer alan BVDV etkeni, son taksonomi
verilerinde Pestivirus A ve Pestivirus B olarak yeniden adlandirilmistir (ICTV,
2018). Etken zarfli, kiibik simetrili ve yaklasik 45-60 nm boyutunda bir viriona
sahiptir. Viral genom linear, pozitif polariteli, tek iplik¢ikli RNA yapisindadir.
Yaklasik 12,3 kb uzunlugundaki pestivirus genomu tek bir ORF (open reading frame,
okuma bolgesi) igerir. ORF’den sentezlenen poliprotein, translasyon sonrasi
enzimatik yolla pargalanarak 11 adet proteine ayrilir. Bu proteinlerin 4 tanesi olgun
virionda bulunan ve yapisal proteinler olan C, E™, E1 ve E2’yi kapsarken; 7 tanesi
yapisal olmayan P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B proteinlerini
icermektedir (Sekil 4) (Maclachlan ve Dubovi, 2017; Yesilbag, 2017). Yapisal
proteinlerden biri olan E2 glikoproteini notralizan epitoplarm 6nemli bir bdlimiinii
tasimaktadir. Bu nedenle enfeksiyon sonrasinda ndtralize edici antikorlarin biiyiik
boliimii bu proteine kars1 olusur. Ancak E2 proteininde sik ger¢eklesen mutasyonlar
virusun antijenik yapismi degistirmekte ve dolayisiyla sahada enfeksiyon olusturan
suslar arasinda dnemli antijenik ya da serolojik farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir (Yesilbag ve Burgu, 2003). Viral genomda ORF bdlgesinin 5° ve 3’
uclarmda bilgi kodlamayan bolgeler (UTR) bulunmaktadir (Sekil 4). Pestiviruslar
arasinda iyi korunan motifler icermesi nedeniyle 5° UTR bolgesi PCR

uygulamalarinda primer se¢imi i¢in en ¢ok tercih edilen bolgedir (Poole ve ark.,
1995).

BVDV suslar1 hiicre kiiltiirtinde olusturduklar1 etkiye gore sitopatojenik (cp)
ve non-sitopatojenik (ncp) olmak ftizere iki biyotipe ayrilmaktadir (Deregt ve
Loewen, 1995). Dogada ncp biyotipler cp biyotiplere oranla daha yaygin olarak
goriilmektedir. Cp biyotipler daha ¢ok mukoza hastaligi yada asilama sonrasi
salginlarda izole edilirken; ncp biyotipler persiste enfeksiyon gelisimden de
sorumludur (Fulton ve ark., 2000a; Fulton ve ark., 2005a; Ridpath, 2005). Yapisal
olmayan proteinlerden NS2 ve NS3 proteinleri, cp ve ncp BVDYV biyotipleri arasinda
farklilik gostermektedir. Ncp BVDV suslarinda NS2/3 (p125) oncii proteini halinde
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bir biitiin olarak bulunurken; cp BVDV suslarinda NS2 (p54) ve NS3 (p80) olarak
ikiye ayrilmistir (Donis ve Dubovi, 1987; Potgieter, 2004).

5'NCR 3'NCR
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Sekil 4. Pestiviruslarda genom organizasyonu (Maclachlan ve Dubovi, 2017).

Virus viral genom dizininde 5’UTR bdlgesinin sekans analizleri temeline
dayanarak BVDV-1 ve BVDV-2 olmak tizere iki genotipe ayrilmis (Pellerin ve ark.,
1994; Ridpath ve ark., 1994) daha sonra yapilan filogenetik analizler sonucunda
farkliliklarin yalnizca 5’UTR bdlgesinde degil, tim genomda da goriilebilecegi
bildirilmistir (Ridpath ve Bolin, 1995). Bu genotipler ilerleyen donemde ayr1 birer
virus tiirli olarak (Pestivirus A ve Pestivirus B) klasifiye edilmistir (ICTV, 2018).
Bugiine kadar BVDV-1’in 21 adet (1a-1u), BVDV-2’nin 4 adet (2a-2d) alt genotipi
oldugu tespit edilmistir (Yesilbag ve ark., 2017). Solunum sistemi enfeksiyonlarinda
her iki tiirtiniinde varhig: bildirilmistir (Deregt, 2005). Yapilan deneysel bir ¢alismada
BVDV-1d’nin buzagilarda primer olarak solunum sistemi enfeksiyonu baslattigi
belirlense de (Baule ve ark., 2001), BVDV-1b’nin solunum sistemi iligkili
enfeksiyonlarda daha baskin oldugu bildirilmistir (Fulton ve ark., 2002).

BVDV ilk olarak 1946 yilinda sigrlarin yeni bir bulasici hastaligi olarak
tespit edilmistir (Olafson, 1946). Daha sonra 1957 yilinda hiicre kiiltiiriinde ilk kez
izolasyonu yapilmis (Lee ve Gillespie, 1957) ve lokopeni, yiiksek ates, depresyon,
ishal, gastrointestinal lezyonlar ve hemoraji ile karakterize bir enfeksiyon
sekillendirmesi nedeniyle “Viral Diarrhea Virus” ismini almustir (Childs, 1946;
Goens, 2002). Gebe olmayan hayvanlardaki akut seyirli olgularda ates, diyare, agiz

ve mermede llserler, burun ve gozyas: akintisi, Oksiiriik, slit veriminde diigme ve
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abort ile karakterizedir (Moerman ve ark., 1994). BVDV’nin solunum sistemi
enfeksiyonlarinda etkin olarak rol aldigi deneysel enfeksiyonlar, virus izolasyonu,
antijen tespit ve PCR teknikleriyle ortaya konmustur (Baker, 1995 Fulton ve ark.,
2000Db; Fulton ve ark., 2002; Pellerin ve ark., 1994). BVDV’nin solunum sistemi
enfeksiyonuna neden oldugu durumlarda solunum sistemi enfeksiyonu klinik
bulgularma ek olarak, fibrindz pleuropnomoni, interstiyel pnomoni, alveolar
epitellerde nekroz ve hemoraji gibi patolojik bulgular goriilmektedir (Potgieter,
2004; Potgieter, 1997). Gebe hayvanlarin enfeksiyonu sonucunda transplasental yolla
fetusa bulagsma sekillenebilmektedir. Gebe ineklerde fOotusun yasmma ve virusun
biyotipine bagh olarak persiste enfekte yavru dogumlari, anomalili yavru dogumlar1
ve abortlar olusabilmektedir (Maclachlan ve Dubovi, 2017). Persiste enfekte
hayvanlar siirekli virus sagicisi olarak siirii icerisinde dnemli bir enfeksiyon kaynagi
rolii oynamaktadir (Deregt, 2005). BVDV, dogal konakgisi olan sigirlar disinda
koyun, kegi, domuz, devegiller ve vahsi ¢ift tirnakli hayvanlarda da enfeksiyon
olusturabilmektedir (Passler ve Walz, 2010; Yesilbag ve Giingor, 2009). Duyarli
hayvanlar arasinda virus bulagsmasi direkt temasla, tiim sekret ve ekskretlerle ve

konjenital yolla olabilmektedir (Thurmond, 2005).

BVDV enfeksiyonlarinda, Fc ve komplement reseptorlerinin iiretiminin
azalmasi ve alveolar makrofajlarin fagositoz aktivitesini olumsuz etkilemesine bagl
olarak immun sistem baskilanir (Chase ve ark., 2004). Bu durum, BVDV’nin diger
solunum sistemi viruslariyla sinerji gostermesine, diger viruslarin patojenitesinde
artisa ve dolayisiyla enfeksiyon siddetinin de artmasina neden olmaktadir (Elvander
ve ark., 1998; Hay ve ark., 2016; Richer, 1988).

BVDV tanisinda virus izolasyonu, viral antijenlerin tespiti, niikleik asit
tespiti, immunoperoksidaz veya immunofloresan teknikleri ve serolojik testlerden
yararlanilabilir (Edmondson ve ark., 2007; Houe ve ark., 2006). Virus izolasyonu
amactyla duyarli hiicre kiiltiirlerine inokulasyonu takiben cp suslar hiicrelerde
vakuolizasyon ve sitolizis gibi degisikliklere sebep olurken, ncp suslarda hiicre
biitlinliigli korunmaktadir (Lee ve Gillespie, 1957). Bu nedenle virus izolasyonu
sirasinda ncp biyotiplerin tespiti amaciyla immunoperoksidaz veya immunofloresan

gibi testlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Edmondson ve ark., 2007; Houe ve ark.,, 2006).
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S6z konusu testlerde akut enfeksiyon ve persiste enfekte hayvanlarin ayriminin
yapilmast s6z konusu degildir. Persiste enfekte hayvanlarin ayirt edilebilmesi i¢in
yaklasik {i¢ hafta arayla alman Orneklerin virolojik olarak pozitif tespit edilmesi
gerekmektedir (Larson ve ark., 2005).

BVDV’ye yonelik kontrol programlarinda (i) persiste enfekte hayvanlarin
tespit edilmesi ve siiriiden uzaklastirilmasi, (ii) dogru virus susunun segimiyle
enfekte siiriilerde as1 uygulamalart ve (iii) biyogiivenlik kurallarina uyulmasi olmak
tizere li¢ temel unsur bulunmaktadir. As1 uygulamalar1 tek basina etkenin kontrol
altina almmasin1 saglayamaz; ancak virusun yayilimini sinirlandirabilmektedir
(Dubovi, 2013). Asilama i¢in modifiye canli veya inaktif virus igeren ticari asilar
bulunmaktadir. Bu asilarin bircogu BVDV-1 genotiplerine kars1 gelistirilmis olsa da
hem BVDV-1 hem de BVDV-2 genotiplerini igeren asilar da mevcuttur (Fulton,
2005)

2.4. Bovine Herpesvirus-1 (BoHV-1)

ABD’de sigir yetistiriciliginin 1950’lerde hizla yayginlasmasi, rhinotrakeitis
ile seyreden BoHV-1’in de izole edildigi birgok yeni hastaligin ortaya ¢ikmasina

neden olmustur (Maclachlan ve Dubovi, 2017).

Infeksiydz bovine rhinotrakeitis (IBR) enfeksiyonuna neden olan BoHV-1
etkeni Herpesvirales dizini, Herpesviridae ailesi, Alphaherpesvirinae alt ailesi,
Varicellovirus cinsinde yer almaktadir. Son taksonomi verilerine gore bovine
alphaherpesvirus-1 olarak adlandirilmaktadir (ICTV, 2018). Virion yaklasik 150 nm
boyutunda, zarfli, kiibik simetrili ve pleomorfik yapiya sahiptir. Virion yapis1 igten
disa dogru sirasiyla viral genomu i¢ine alan kor bolgesi, kapsid tegliment ve zarf
yapilarindan olusur (Sekil 5). Yaklagik 125 nm boyutunda olan niikleokapsid toplam
162 adet kapsomerden olusmaktadir (Maclachlan ve Dubovi, 2017; Yesilbag, 2017).
Viral genom linear ds-DNA formundadir. Herpesviruslarda genom uzunlugu 125-
290 kb arasinda degigmekle birlikte BOHV-1 genomu yaklagik 135 kb uzunlugunda
ve %72 G+C oranina sahiptir. Viral genom, en az 76 ORF bolgesine sahiptir
(Maclachlan ve Dubovi, 2017; Studdert, 2010). Herpesvirus virionlar1 yaklasik 70

adet protein igermektedir. Bunlarin 33 tanesi yapisal proteinler olup, iki tanesi DNA
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iliskiliyken, alt1 tanesi niikleokapsid tizerinde bulunur (Barber ve ark., 2017,
Maclachlan ve Dubovi, 2017; Yesilbag, 2017; Schwyzer ve Ackermann, 1996). Zarf
tizerinde bulunan toplam 10 adet glikoproteinden 6 tanesi UL (unique long)
segmentinde [gB (UL27), gC (UL44), gH (UL22), gK (UL53), gL (UL1) ve gM
(UL10)]; 4 tanesi ise US (unique short) segmentinde [(gD (US6), gE (US8), gG
(US4) ve gl (US7)] yer alir (Muylkens ve ark., 2007). Glikoprotein C (gC) heparan
stilfat reseptorlerine tutunarak virusun hiicreye baglanmasinda gorev alir. Ayrica C3b
komplement faktoriine baglandigi da gosterilmistir. Virusun hiicreden hiicreye
yayilmasinda rol alan gE ve gl glikoproteinleri, ayn1 zamanda Fc reseptorlerinin
baglanma bolgelerine de sahip olup, IgG molekiiliiniin baglanmasina uygundur
(Schwyzer ve Ackermann, 1996).

Sekil 5. Herpesvirus morfolojisi. A: Virionun kesit gortntiisii (Sari: glikoprotein peplomerleri; Mavi:
zarf; Turuncu: tegiiment; Agik mavi: kapsid); B: Virion yapisinin sematize gosterimi (G: genom; C:
kapsid; T: tegiiment; E: zarf) (Maclachlan ve Dubovi, 2017).

Etken, viral peptid modelleri ve genomik analizler temel alimarak BoHV-1.1,
BoHV-1.2a ve BoHV-1.2b olmak {izere ii¢ alt gruba ayrilmistir (Muylkens ve ark.,
2007). Noropatolojik bozukluklara neden olan ve daha onceden BoHV-1.3 olarak
adlandirilan alt grup, giinimiizde BoHV-5 olarak yeniden adlandirilmistir (Edwards
ve ark., 1990; Schudel ve ark., 1986). BoHV-1.1 ¢ogunlukla solunum sistemi
enfeksiyonlartyla iliskili iken, BoHV-1.2 genital sistem enfeksiyonlariyla iliskili
bulunmustur (Muylkens ve ark., 2007). BoHV-1.1 ve BoHV-1.2 alt tipleri gC
epitoplarinda farkliliklar icermektedir (Rijsewijk ve ark., 1999). BoHV-1.1 ve

BoHV-1.2a ates, siit veriminde diisiis ve abortla seyreden IBR enfeksiyonuna neden
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olur (Edwards ve ark.,1990; Miller ve ark., 1991). BoHV-1.2b izolatlarnin
viriilensinin BoHV-1.1 izolatlarindan daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ayrica
BoHV-1.2b izolatlar1 bugiine kadar abort olgularinda tespit edilememistir (Nandi ve
ark., 2009).

BoHV-1 sigirlarda rhinotrakeitis, konjuktivitis, vulvovaginitis, balanopostitis,
enteritis, abortus, ensefalitis ve yeni doganlarda multisistemik hastalik gibi birgok
bozukluga neden olmaktadir (Nandi ve ark., 2009). BoHV-1 kaynakli IBR
enfeksiyonlarinda bulagsma damlacik enfeksiyonu ve direkt temas Yoluyla
olugsmaktadir. IBR enfeksiyonlar1 subklinik, hafif veya siddetli hastalik tablolar
olusturabilmektedir. Morbidite %100’e, mortalite % 10’a kadar ulasabilmektedir.
Hafif seyirli vakalarda klinik bulgular ser6z burun ve gozyasi akmtisi ile sinirh
kalabilir. Klasik IBR enfeksiyonu, ates (40,5-42,0°C), dispne, halsizlik, artan
solunum sayisi, siddetli kuru Okstriik, depresyon ve siit veriminde azalma ile
karakterizedir. Burun akintis1 baslangicta ser6z daha sonra muko-purulent
karakterdedir. Burun mukozas1 hiperemiktir ve genis hemorajiden pustiiler nekrozise
dogru ilerleyen lezyonlar gorilir (Murphy ve ark., 1999). BoHV-1 ile enfekte
hayvanlarda BRSV, BPIV-3, BVDV ve adenovirus enfeksiyonlar1 da es zamanl
olarak goriilebilir. S6z konusu viruslarin birlikte bulunmasi sekonder bakteriyel
enfeksiyonlarin olusmasi i¢in anahtar gorevi gorerek klinik bulgularin siddetinin
artmasmna neden olmaktadir (Babiuk ve ark., 2004). Neonatal buzagilardaki
enfeksiyonlarda klinik bulgular buzaginin maternal antikor seviyesiyle iliskilidir.
Herhangi bir immuniteye sahip olmayan buzagilarda virus, tim viicuda yayilarak

oliime sebep olabilir (Mechor ve ark., 1987).

BoHV-1, akut enfeksiyonu takiben trigeminal ganglionun duyusal
noronlarina ve farengeal tonsillerin germinal merkezlerine yerleserek latent
enfeksiyon olusturur. Latent enfeksiyon stres kosullarinda reaktive olur ve virus
viicut disma sagilarak bulagmaya Onciiliik eder. Latent enfeksiyonun reaktivasyon
stireci, enfekte noronlarda ¢ok miktarda eksprese olan latentlikle iliskili (LR) protein
tarafindan yonetilmektedir. Latent enfeksiyonun reaktivasyonunu takiben virusun

duyusal noronlardan periferal sinirler yoluyla mukozal ylizeylere aktarimi ve

16



permisiv  hiicrelere girisi ise farkli birka¢ viral glikoprotein tarafindan

diizenlenmektedir (Jones ve Chowdhury, 2010).

BoHV-1, konak¢min bagigiklik sisteminin spesifik noktalarini inhibe edebilen
en az 3 adet protein (UL49.5 protein, bICPO ve glikoprotein G) kodlamaktadir.
Ayrica CD4" T hiicrelerini enfekte ederek bu hiicrelerde apoptozisi
hizlandirmaktadir. Bu etki immun sistemin baskilanmasina neden olmaktadir (Jones
ve Chowdhury, 2010).

BoHV-1’in teshisinde direkt olarak etken tespiti veya virusla enfekte
konakgida antikor tespiti olmak {izere iki temel yol izlenmektedir. Virus izolasyonu
amaciyla primer ya da sekonder sigir bobrek, akciger, testis, tiirbinata ya da trakea
hiicre hatlar1 kullanilabilir. Virus svab ornekleri (burun, goz, vaginal), abort
olgularinda kotiledonlar, fotal karaciger, akciger, bobrek, dalak ve solunum sistemi
mukozal membranlarindan izole edilebilir (Homan ve Easterday, 1980). Duyarli
hiicre kiiltiirlerinde yapilan ekimlerde virus tiremesine bagl sitopatolojik etkiler
goriilmektedir. Inokulasyondan sonraki yaklasik 3 giin icinde hiicrelerde iiziim
salkim1 benzeri sitopatolojik etkiler goriiliirken, inkiibasyon siiresinin uzamasi
durumunda virus sitolitik etki gosterebilir (Straub, 1990; Turin ve Russo, 2003).
PCR, diagnostik caligsmalarda virus izolasyonundan daha hassas sonug¢ verir ve
virusun hizli tespiti i¢in pratik bir alternatiftir. Yapilan deneysel bir ¢alismada
BoHV-1’in PCR yontemiyle serum ve sperma Orneklerinde saptanabilmesinin yani
sira inokulasyon sonrasindaki 14 giine kadar burun svablarinda da tespit edilebildigi
bildirilmistir (Fuchs ve ark., 1999). Virusun erken teshisinde elektron mikroskobi
yontemi de kullanilabilmektedir (Gibbs ve Rweyemamu, 1977). Virus nétralizasyon
(VNT) ve antikor-ELISA BoHV-1’e karsi olusan antikorlarin tespitinde giivenle
kullanilan yontemlerdir. Spesifik, duyarli ve pratik olmas: nedeniyle ELISA’nin
VNT’ye gore avantajli oldugu disiiniilmektedir (Kaashoek ve ark., 1995; Van
Oirschot ve ark., 1997). Deneysel enfeksiyonlarda sigirlara virus inokulasyonu
sonras1 yaklagik 7. giinde BoHV-1’e karsi primer olarak o6zgin IgM ve 1gG
antikorlar1 gelismektedir (Nandi ve ark., 2009).
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BoHV-1 enfeksiyonuna karsi sigirlarda modifiye canli asilar, inaktif asilar,
subiinit asilar veya marker asilar kullanilmaktadir. S6z konusu asilar arasinda bir
veya daha fazla virus proteininin degistirildigi ve asili hayvanlarin enfekte
hayvanlardan ayrimmin yapilmasma olanak veren marker asilar hastalikla

miicadelede ve BOHV-1"den ari siiriilerin olusturulmasinda giivenle kullanilmaktadir
(Nandi ve ark., 2009).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Orneklenen Hayvanlar

Calisma kapsaminda Bursa ve g¢evre illerde (Balikesir, Kiitahya, Bilecik, Kocaeli)
bulunan farkli yetistirme kosullarina sahip isletmelerde Oksiiriik, hiriltili solunum,
artmis akciger oskiiltasyon sesi, g6z ve burun akintisi, yiiksek ates gibi solunum
sistemi bulgular1 gosteren sigirlardan elde edilen Ornekler kullanildi (Sekil 6).
Solunum sistemi viruslar1 yoniinden analiz edilmek iizere canli sigirlardan nazal
svab, Olen ya da kesime sevk edilen sigirlarindan akciger doku Ornekleri
degerlendirildi. Bu kapsamda Ocak 2011 tarihinden itibaren Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na gdnderilen nazal svab ve
akciger ornekleri kullanilirken, ayrica saha ¢aligmasi yapilarak kesime gonderilmis
ve pnomoni sikayeti olan hayvanlar belirlenerek lezyonlu akcigerlerinden ornekler
almdi. Calisma kapsamindaki hayvanlara ve 6rnek sayilarina ait bilgiler Tablo 1°de

sunulmustur.
3.1.2. Nazal Svab Ornekleri

Klinik olarak solunum sistemi problemli sigirlardan elde edilen ve steril svab
cubugu yardimiyla toplanan nazal svab ornekleri soguk zincir altinda laboratuvara
ulagtirilmistir. Toplam 133 adet nazal svab Ornegi solunum sistemi viruslari
yoniinden test edilmek iizere degerlendirildi. Nazal svab oOrnekleri “ET” kodu

verilerek kayit alta alindi.
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Sekil 6. Ornekleme yapilan iller (Kirmizi iiggenler drneklerin orijin aldig1 isletmelerin konumunu
gostermektedir).
Akc: Akciger doku 6rneklerinin sayisi; NS: Nazal svab 6rneklerinin sayisi

3.1.3. Akciger Ornekleri

Klinik olarak solunum sistemi problemi gostererek 6len sigir ve buzagilardan
elde edilen ve rutin analiz igin Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Viroloji Anabilim Dali’na gdnderilen toplamda 11 adet akciger doku Ornegi tez
calismast kapsaminda kullanildi. Ayrica mezbaha caligmalar: yiiriitiilerek Bursa ili
Yildirim ilgesinde bulunan mezbahada kesilen ve pndmoni sikayeti olan toplam 10
adet sigirm lezyonlu akcigerlerinden yaklasik 5-10 cm® biiyiikliigiinde doku 6rnekleri

alindi.

Mevcut Orneklere ilave olarak daha once bagka bir tez c¢alismasi (Tuncer,
2013) i¢in Orneklenen ve yalnizca BVDV ve BoHV-1 yoniinden virolojik
incelemeleri yapilmis olan 39 adet akciger doku 6rnegi de solunum sistemi viruslari

yoniinden kapsamli olarak incelenmek iizere tez ¢alismasima dahil edildi.
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Genel olarak degerlendirildiginde toplam 60 adet akciger doku Ornegi
solunum sistemi viruslart yoniinden test edilmek iizere degerlendirildi. Kullanilan

akciger drnekleri “DO” kodu verilerek kayit altina alind1.

Tablo 1. Degerlendirilen orneklere iliskin veriler

Nazal Svab Ornekleri Akciger Ornekleri
1 itge Ornek Hayvanlarin Ornek Hayvanlarin
sayisl Yas Arahgi sayisi Yas Arahgi
Bursa / Niliifer 13 2 -6 yas 38? *
Bursa / Yenigehir 73 lay—6yas 5 10 giin— 6 ay
Bursa / Yildirim - - 10 12-17 ay
Bursa / Mustafakemalpasa - - 18 *
Bursa / Karacabey 12 1-6ay 5 1lay-—2yas
Balikesir/ Bandirma 3 8ay 1 8ay
Kiitahya / Tavsanli 5 4 -5 yas
Bilecik/ Merkez 17 1-3yas
Bilecik/ Pazaryeri 8 lay-2yas
Kocaeli/ Karamiirsel 2 1-3ay
TOPLAM 133 60

a: Anabilim dalinda bulunan ve daha 6nce yalnizca BVDV ve BoHV-1 y&niinden virolojik taramasi
yapilmis akciger 6rnekleri (Tuncer, 2013).

(-): Ornek almmamus ilgeler.

*: Veri saglanamadi.

3.1.4. Etik Kurul Izin Belgesi

Bu tez ¢alismasi igin gerekli olan etik kurul izni, Bursa Uludag Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 05.04.2016 tarihli ve
2016-05/03 nolu karar ile onaylanmistir.

3.1.5. Hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda kullanilacak olan kontrol viruslarinin iiretilmesi, ¢aligma
stiresince elde edilecek oOrneklerde virus izolasyonu ve immunoperoksidaz testi
asamalarinda Justus-Liebig Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Enstitiisii’nden
daha Once temin edilmis olan Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre hatt1
kullanildi. MDBK hiicre kiiltiirlerinin hazirlama asamasinda %10 fotal dana serumu

(FDS) (PAA, Al1-151, Avusturya) ilave edilen Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium (DMEM) (Sigma, D7777, ABD) kullanildi. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde olas1
bakteri ve mantar kontaminasyonunu Onlemek amaciyla 100 Ul/mi
Penisilin/Streptomisin (PAA, p11-010, Avusturya) ve 250 ul/ml Amfoterisin B
solisyonu (PAA, p11-001, Avusturya) eklendi.

Hiicre kiiltiirii ve FDS kullanim 6ncesinde RT-PCR ve immunoperoksidaz
yontemleriyle test edilerek pestivirus kontaminasyonundan ari oldugu gosterildi.
Ayrica s6z konusu hiicre kiiltiirti mikoplasma kontaminasyonu yoniinden periyodik

olarak test edildi.
3.1.6. Testlerde Kullanilan Kontrol Viruslar:

Calisma kapsamindaki immunoperoksidaz testi ve PCR tekniginde pozitif
kontrol virusu olarak kullanilan BRSV-Atue susu, BPIV-3 SF-4 susu, BVDV-NADL
referans susu, BVDV-FLK (FLK hiicre hatt1 kontaminanti olarak izole edilen bir ncp
BVDV susu), BVDV-TR 12 (yerel ncp BVDV susu) ve BoHV-1 Cooper susu Bursa
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali  virus

koleksiyonundan temin edildi.
3.1.7. Eritrosit Siispansiyonu

Hemadsorbsiyon testinde kullanilmak iizere %0,5’lik sigir eritrositi
siispansiyonu hazirlandi. Bu amagla antikoagiilanli tiiplere alinan sigir kan 6rnegi
santrifiij edilerek eritrosit katmani alinip steril PBS ile 3 defa yikama islemi
uygulandi. Elde edilen sigir eritrositlerinin pihtilagsmasmi dnlemek ve uzun siire
muhafaza edebilmek i¢in Alsever’s soliisyonu ig¢inde nihai kullanim konsantrasyonu

hazirland1.
3.1.8. Alsever’s Soliisyonu

Alsever’s soliisyonu hazirlamak igin 100 ml distile su igine 0,055 g sitrik asit
(Carlo Erba Reagent, 403727, Italya), 0,8 g sodyum sitrat (Merck, 1.06448.1000,
ABD), 2,05 g D-glikoz (Merck, 1.08337.0250, ABD) ve 0,42 g sodyum klorid
(Merck, 1.06404.1000, ABD) eklenerek manyetik karistiricida (Velp Scientifica,

22



7X3, Italya) ¢dzdiiriildii. Daha sonra soliisyon 116 °C’de 15 dakika otoklavlandi, oda

sicakligma sogutulduktan sonra kullanim zamanma kadar 2-8°C’de sakland.
3.1.9. Monoklonal Antikor

Elde edilen nazal svab ve akciger doku orneklerinde 3 kor pasaj islemini
takiben non-sitopatojenik pestivirus tespiti amaciyla uygulanan immunoperoksidaz
testinde kullanilmak {izere, Justus-Liebig Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Enstitiisi’nden daha 6nce temin edilmis olan, panpestivirus spesifik monoklonal

antikor siispansiyonu (pool 1/4/7) kullanild1 (Cedillio-Rosales, 2004).
3.1.10. Konjugatlar

Immunoperoksidaz testinde (IPMA) pestivirus spesifik monoklonal antikorun
baglanmasini tespit edebilmek i¢in kecide elde edilmis ve biotinle isaretlenmis anti-
fare IgG konjugati (birincil konjugat) (Pierce, 31800, ABD) kullanildi. Birincil
konjugatin antijen-antikor kompleksine baglanmasmi gdosterebilmek amaciyla
streptavidin-horse radish peroksidaz (HRPO) konjugati (ikincil konjugat) (Pierce,
21124, ABD) kullanildi. Her iki konjugat da ticari olarak temin edildi.

3.1.11. Antijen-ELISA Kitleri

Klinik ve nekropsi materyallerinden hazirlanan nazal svab ve akciger doku
orneklerinde viral antijen tespiti amaciyla Pestivirus (IDEXX, 99-43810, isvicre) ve
BoHV-1 (Biox Diagnostics, BioK 335/1, Belgika) tespitine yonelik ticari antijen
ELISA kitleri kullanild1.

3.1.12. Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti

Tiim 6rneklerde niikleik asit ekstraksiyonu amaciyla 100 bp-50 kbp fragment
boyutlar1 arasindaki viral RNA ve DNA’nin ekstraksiyonuna olanak saglayan ticari
bir niikleik asit izolasyon kiti (Macherey-Nagel Nucleospin Virus, Almanya)
kullanildi.
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3.1.13. Komplementer DNA (cDNA) Sentez Kiti

Niikleik asit ekstraksiyonu yapilan tiim 6rneklerde, tez kapsaminda ele alinan
RNA viruslarimin (BRSV, BPIV-3 ve BVDV) PCR metodu ile molekiiler
teshislerinin yapilabilmesi amaciyla cDNA sentezi gerceklestirildi. Bu amagla ticari
olarak temin edilen bir cDNA sentez kiti (Biorad iScript cDNA synthesis kit, 170-
8891, ABD) kullanildi.

3.1.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bilesenleri

Calisma siiresince uygulanan PCR metodu i¢in hazirlanan ana karisim
(master mix) igerigi, niikleaz ari su (Wisent, 809-115-EL, Kanada), MgCl, (25 Mm,
Thermo scientific, ABD), MgSO, (25 Mm, abm, Kanada) 10xPCR buffer (Thermo
scientific, ABD), dNTPs (10Mm, NEB, NO0447S, ABD), Taqg DNA polimeraz
(5U/ul, abm, G009, Kanada), primerler ve cDNA/DNA karigimindan olusmaktadir.
Ayrica primerlerin optimizasyonu sirasinda ticari olarak kullanima hazir Maxima
Hot Start Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, K1062, ABD)’den

yararlanild1.
3.2. Yontem
3.2.1. Nazal Svab Orneklerinin Hazirlanmasi

Toplanan nazal svab 6rnekleri 2 ml steril phosphate buffered saline (PBS) ya
da fizyolojik tuzlu su (FTS) igeren tiiplere konularak soguk zincir altinda
laboratuvara  gonderilmistir. Svab  Ornekleri tiip calkalayicida  (vorteks)
karistirildiktan sonra sogutmali santrifiijde (Niive, NF 800R, Tiirkiye) +4°C’de,
3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant almarak 220 nm filtreden
(Aisimo, Ingiltere) gegirilip stok tiipii igine ayrildi. Ele alman bazi solunum
viruslarmm (BRSV, BPIV-3) dondurup-¢ézdiirme islemine dayaniksiz olmasi
nedeniyle %10 oraninda dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenen ornekler test asamasina
kadar -80°C sicakliktaki derin dondurucuda (Panasonic, MDF-US386S, Japonya)

muhafaza edildi.
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3.2.2. Akciger Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilmis olan akciger Orneklerinin
lezyonlu bolgelerinden alinan 1 gram doku materyali 9 ml steril PBS igerisinde
homojenizatorde (Sartorius, Potter S, Almanya) homojenize edildi. Hazirlanan
homojenat +4°C’de, 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant ayrilarak
220 nm filtreden gegirilip stok tiipiine aktarild1. Uzerine %10 (v/v) DMSO eklenerek

test asamasina kadar -80°C sicakliktaki derin dondurucuda muhafaza edildi.
3.2.3. Kontrol Viruslarinin Uretimi

IPMA ve PCR yontemlerinde kullanilacak kontrol viruslarmin tretimi 150
cm®lik  tek kullammlik  hiicre  kiltir  siselerinde (Orange  scientific,
Belgika) adsorbsiyona bagli yontem kullanilarak yapildi. Bu amacla kiiltiir sisesine
100.000 hiicre/ml oraninda olacak sekilde MDBK hiicre kiiltiirii hazirlandi.
Monolayer olarak iireyen hiicre, ertesi giin kiiltiir sisesinin %70-80’ini kapladigi
diizeydeyken vasati bosaltildi ve hiicreler steril PBS ile yikandi. Daha sonra sise
hacminin %1°i oraninda virus ekildi. Kiiltiirler 37°C’ye ayarh ve %5 CO; ihtiva eden
inkiibatore (Jouan, TGO 150, Fransa) kaldirildi. Kiiltiir siseleri her 15 dakikada bir
hareket ettirilerek inokulumun yayilmasi saglandi ve toplamda bir saat boyunca
bekletildi. Siire sonunda inokulum uzaklastirilarak 35 ml vasat (DMEM) ilave edilip
inkiibatore kaldirildi. Virus iiremesine bagli olusan sitopatolojik etkiler giinliik olarak
invert 151k mikroskobu (Nikon Eclipse, TS100, Japonya) araciligiyla takip edildi.
Monolayer hiicrede gozlenen sitopatolojik etki >%70-80 diizeyine ulastiginda
kiiltiirler -80°C sicakliktaki derin dondurucuda dondurulup, takiben 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda cozdiiriilerek parcalanan hiicrelerden virus partikiilleri
aciga cikarildi. Elde edilen kiiltiir sivisna +4°C’de, 3000 rpm’de 20 dakika
santrifiijleme islemi uygulandi ve siipernatant stok tiiplerine (LP Italiana, Italya)

porsiyonlanarak -80°C sicakliktaki derin dondurucuda muhafaza edildi.
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3.2.4. Konvansiyonel Virolojik Yontemler
3.2.4.1. Virus Izolasyonu

Virus izolasyonu c¢alismalar1 Yesilbag ve ark. (2014) tarafindan belirtilen
sekilde yapildi. Bu amagla 24 gozlii hiicre kiiltiir pleytlerinin (Corning, ABD) her
goziine 100.000 hiicre/ml oraninda olacak sekilde MDBK hiicre kiiltiirii
stispansiyonundan 1 ml konuldu. Ertesi giin pleyt ylizeyinin >%380’ini kaplayan
hiicre tabakasinin tizerindeki tist sivi uzaklastirildi ve adsorbsiyona bagh virus ekimi
yontemiyle svab ve akciger Ornekleri ekildi. Bu amacla her 6rnekten pleytin bir
goziine 200 pl stipernatant ekilerek 37°C’deki %5 CO; ihtiva eden inkiibatorde bir
saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda igerik uzaklastirilarak 1 ml DMEM ilave
edildi ve tekrar 37°C’deki %5 CO; ihtiva eden inkiibatore kaldirildi. Gozlerdeki {ist
sivi 24 saat sonra degistirildi ve pleytler 7 giin boyunca hiicrelerdeki sitopatolojik
degisimleri saptayabilmek i¢in invert mikroskop (Nikon, TS100) yardimiyla
incelendi. Yedi giiniin sonunda pleytler -80°C’ye kaldirilarak donduruldu ve daha
sonra 37°C’de ¢ozdiiriildii. S6z konusu islem ekim i¢in tiist sivilarin kullanilmasi
yoluyla iki defa daha tekrarlanarak toplamda {i¢ kor pasaj yapildi. Ayrica 3. kor pasaj
sonunda immunoperoksidaz testi uygulanarak muhtemel non-sitopatojenik BVDV

suslarmin tespitine yonelik izolasyon ¢alismasi sonuglandirildi.
3.2.4.2. Iimmunoperoksidaz Testi (immunoperoksidaz Monolayer Assay, IPMA)

[zolasyon ¢aligmalarinda, muhtemel non-sitopatojen pestivirus suslarmim
tespit edilebilmesi amaciyla immunoperoksidaz testi kullanildi. Test protokoli,
Alpay ve Yesilbag (2015) tarafindan bildirilen sekilde uygulandi. Bu dogrultuda,
100.000 hiicre/ml olacak sekilde 24 gozlii pleytte hazirlanan MDBK hiicre kiiltiiriine
ertesi glin 3. kor pasaj iist sivilarindan 200 pl ekim yapildi. 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde 72 saat inkiibasyonu takiben vasat uzaklastirildi. Hiicreler, 80°C’ye
ayarlanmis inkiibatdrde {ic saat bekletilerek fikzasyonu gerceklestirildi. Hiicrelerin
1:3’liik PBS ile yikanma isleminden sonra tiim gozlere 200 pl O-D-glikopyranosid
(Sigma, 03757, ABD) eklendi ve pleytler 10 dakika oda sicaklifinda bekletildi. Daha
sonra Tween-PBS (Tween 20, %0,05) icinde sulandirilan sirasiyla anti-pestivirus

monoklonal antikoru (1:50), birincil konjugat (1:400) ve ikincil konjugat (1:300) tiim
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gozlere 200 pl miktarinda eklendi. Her bir basamak arasinda pleytler 90 dakika
37°C’de inkiibe edildikten sonra dort defa yikandi. Son basamakta 0,3 ml di-methyl-
formamid (DMF, Sigma-Aldrich, 40255, ABD) i¢ine 2 mg AEC (Sigma, A5754,
ABD) ¢ozdiiriilmesi ve 4,7 ml sodyum asetat (pH 5.0) ile 0,025 ml H,0, (%0.05)
eklenmesi ile hazirlanan substrat ¢6zeltisinden her goze 200 ul miktarmda eklendi.
Pleytler 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak igin substrat uzaklastird: ve tiim gozlere PBS konuldu. Invert mikroskop
altinda yapilan incelemede hiicre igi kirmizi-kahverengi boyanma tespit edilen test

gozleri non-sitopatojen pestivirus yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.4.3. Hemadsorbsiyon (HAd) Testi

Virus iiremesi yoniinden pozitif veya siipheli pozitif sonu¢ veren orneklerde
hemaglutinasyon yetenegine sahip muhtemel viruslarm (BPIV-3) identifikasyonu
amaciyla hemadsorbsiyon testi uygulandi. Bu amagla, 24 gozIi pleytte 100.000
hiicre/ml yogunlugundaki MDBK hiicre silispansiyonunda her goze 1 ml konuldu.
Ertesi giin test gozlerine 100 pul siipheli 6rnek ekilirken, virus kontrol goziine 100 ul
BPIV-3 (SF-4) ekimi yapildi. Hiicre kontrol goziine ise 100 ul PBS eklendi. Takiben,
24 saat sonra tiim gozlerdeki st sivi ¢ekildi ve hiicreler steril PBS ile yikandi. Tiim
gbzlere %0,5’lik s1g1r eritrosit siispansiyonundan 200 pl konuldu. Pleyt, 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra gozlerdeki sivi ¢ekilerek 3 defa steril
PBS ile yikandi. Invert mikroskoptaki incelemede yikama sonrasmnda monolayer
hiicreler {izerine tutunmus/baglanmis eritrositlerin bulunmasi pozitif reaksiyon,
hiicre-eritrosit baglanmas1 goriilmeyen gozler ise negatif reaksiyon olarak

degerlendirildi.
3.2.4.4. ELISA ile Antijen Tespiti

Viral antijenleri saptamak ve PCR yodntemi sonuglariyla karsilastirmak
amaciyla tiim 6rnekler BVDV ve BoHV-1 antijen ELISA Kitleriyle test edildi. Test
protokolii {iretici firmalarin Onerdigi sekilde uygulandi. Test pleytleri ELISA
okuyucuda (Thermo-Multiskan EX, Finlandiya) 450 nm dalga boyunda okutularak

sonuglar degerlendirildi.
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3.2.5. Molekiiler Yontemler
3.2.5.1. Niikleik Asit izolasyonu

Viral RNA ve DNA’nin ekstraksiyon islemi ticari olarak temin edilen niikleik
asit izolasyon kitinde (Macherey-Nagel Nucleospin Virus, Almanya) {iretici firmanin
onerdigi sekilde uygulandi. Takip edilen protokolle elde edilen yaklasik 30 pl
hacmindeki niikleik asit PCR metodu/cDNA elde edilmesi asamasina kadar -80°C

sicakliktaki derin dondurucuda sakland.
3.2.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

Ticari olarak temin edilen cDNA kiti, iiretici firmanin Onerdigi sekilde
uygulandi. Bu amagla her bir 6rnegin cDNA’sin1 elde etmek amaciyla tiip igerisine
10 pl niikleaz ari su, 4 pl 5x reaksiyon buffer, 1 pl reverz transkriptaz ve 5 pl niikleik
asit eklenerek cDNA reaksiyon karisimi elde edildi. Daha sonra thermal-cycler cihazi
aracilifiyla 30 dakika siireyle 42°C ve 5 dakika 85°C sicaklik uygulandi. Sonug
olarak 20 ul hacimde cDNA elde edildi.

3.2.5.3. BRSV Nested RT-PCR Protokolii

Calisma kapsaminda degerlendirilendrneklere Tablo 2’de 6zellikleri verilen
BRSV primerleri ile nested RT-PCR protokolii uyguland: (Vilcek ve ark., 1994).
Test protokolii Vilcek (1994) tarafindan bildirilen yontemde bazi modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirildi. Ozet olarak: Reaksiyonun birinci evresi i¢in PCR karigim1
toplamda 50 pl olacak sekilde 33,3 ul niikkleaz ari su, 5 ul MgCl; (25mM), 5 pl 10x
PCR bufter, 0,25 pl B1 primeri (100 pmol), 0,25 pl B2A primeri (100 pmol), 1 pl
dNTPs (10mM), 0,2 ul Tag DNA polimeraz (5 U/ul) ve 5 ul ¢cDNA eklenerek
hazirland. Elde edilen PCR karisimi 94°C°de 4 dk 6n denatiirasyon; 25 siklus (94°C
45 sn, 52,5°C 45 sn, 72°C 90 sn) ve 72°C°de 7 dk son uzama olacak sekilde thermal-
cycler programina tabi tutuldu. Elde edilen birinci evre {iriiniinden 5 pl alinarak, PCR
karigim oranlarinda degisiklik olmaksizin B3 ve B4A primerleri ile PCR
protokoliiniin ikinci evresi hazirland1 ve ayni thermal-cycler programinda 35 siklus

olacak sekilde uyguland1.
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Tablo 2. Calismada kullanilan BRSV primerleri (Vilcek ve ark., 1994)

Beklenen iiriin

Hedef Gen Primerler Pozisyon Dizin (5°—3°) uzunlugu (bp)
B1 114 -135 AAT CAACATGCAGTGCAGTTAG 711
F gen B2A 824 - 803 TTT GGT CAT TCG TTATAG GCAT
geni
B3 126 - 151 GTG CAG TTAGTAGAGGTTATCTTAGT 481
B4A 606 — 581 TAGTTCTTT AGATCAAGT ACTTTGCT

3.2.5.4. BPIV-3 RT-PCR Protokolii

Caligsma siiresince elde elden orneklere Tablo 3’te 6zellikleri verilen primerler

kullanilarak BPIV-3 RT-PCR protokolii (Zhu, 2011) uygulandi.

PCR karisimi toplamda 50 pl olacak sekilde 30,95 ul niikleaz ari su, 5 pl
MgCl, (25mM), 1 pl MgSO4 (25mM), 5 ul 10x PCR buffer, 1 ul HNfwd primeri (25
pmol), 1 ul HNseql primeri (25 pmol), 1 pul dANTPs (10mM), 0,05 ul Tag DNA
polimeraz (5 U/ul) ve 5 ul cDNA eklenerek hazirlandi.

Thermal-cycler programi 93°C’de 3 dk 6n denatiirasyon; 30 siklus (94°C 45
sn, 49°C 45 sn, 72°C 1 dk) ve 72°C’de 10 dk son uzama olacak sekilde uyguland.

Tablo 3. Calismada kullanilan BPIV-3 primerleri (Zhu, 2011)

Beklenen iiriin

H H 2t ’ )
Hedef Gen  Primerler Pozisyon Dizin (5°—3°) uzunlugu (bp)
HN geni HNfwd 7221 7242 GAATGA CTC ATG ATAGAG GTAT 647
HNseql 7867 — 7846 AGG ACA ACC AGT TGT ATT ACAT

3.2.5.5. Panpestivirus RT-PCR Protokolii

Tim Ornekler pestivirus tespiti i¢cin Tablo 4’te Ozellikleri verilen

panpestivirus primerleri araciligiyla RT-PCR protokoliine tabi tutuldu.

PCR karisimi toplamda 50 pl olacak sekilde 31,8 pl niikleaz ari su, 5 pl
MgCl; (25mM), 5 ul 10x PCR buffer, 1,5 ul p324 primeri (10 pmol), 1,5 ul p326
primeri (10 pmol), 1 pl ANTPs (10mM), 0,2 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ pl) ve 4 pl
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cDNA eklenerek hazirlandi. Elde edilen PCR karisimi 94°C’de 2 dk on
denatiirasyon; 35 siklus (94°C 1 dk, 56°C 1 dk, 72°C 1 dk) ve 72°C’de 7 dk son

uzama olacak sekilde thermal-cycler programina tabi tutuldu.

Tablo 4.Calismada kullanilan panpestivirus primerleri(Vilcek ve ark., 1997)

Beklenen iiriin

Hedef Gen Primerler Pozisyon Dizin (5°—3°) uzunlugu (bp)
p324 108 - 128 ATG CCCWTAGTAGGACTAGCA

5’UTR 288
p326 395 - 375 TCA ACT CCATGT GCC ATG TAC

3.2.5.6. BoHV-1 PCR Protokolii

Calisma kapsaminda Tablo 5’te ozellikleri verilen ve viral genomun gB ve ¢gC

bolgesine spesifik iki farkli BoHV-1 primer ¢ifti ile PCR protokolii uygulanda.

Tablo 5. BoHV-1 primerleri ve gen dizini (Esteves ve ark., 2008; Vilcek, 1993)

Beklenen iiriin

Hedef Gen Primerler Pozisyon Dizin (5°—3°) uzunlugu (bp)
gB* P1 624 — 645 CAC GGA CCT GGT GGA CAA GAA 168
P2 1091 - 1070 CTACCGTCACGT GAGTGGTACG
c PF 873 -890 CGG CCACGACGC TGACGA 575
9 PR 1430 — 1447 CGC CGC CGAGTACTACCC

* Kaynak alman makalede kullanilan primerlerin BoHV-1’in gl (gl) bdlgesine spesifik oldugu
belirtilmektedir. Daha sonraki yillarda BoHV-1 glikoproteinlerinin yeniden smiflandirilmasi
sonucunda g1 yeniden adlandirilarak gB olarak tanimlanmistir (Schwyzer ve Ackermann, 1996).

BoHV-1 gB gen bolgesine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
protokolii Vilcek (1993) tarafindan bildirilen sekilde uygulandi. PCR karisimi
toplamda 50 pl olacak sekilde 38,8 ul niikleaz ari su, 2 pl MgCl, (25mM), 5 ul 10x
PCR buffer, 1 pl P1 forward primer (50 pmol), 1 ul P2 reverz primer (50 pmol), 1 pl
dNTPs (10mM), 0,2 ul Tag DNA polimeraz (5 U/ul) ve 1 pul DNA eklenerek
hazirland. Elde edilen PCR karisimi 94°C°de 5 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (94°C
1 dk, 61°C 1 dk, 72°C 1 dk) ve 72°C’de 10 dk son uzama olacak sekilde thermal-

cycler programina tabi tutuldu.
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Viral genomun gB gen bdlgesine spesifik primerler araciligi ile ¢ogaltilarak
pozitif bulunan 6rneklerin dizi analizlerinin yapilmasi amaciyla, pozitif 6rnekler gC
gen bolgesine spesifik primerlerle (Esteves ve ark., 2008) bir kez daha PCR
protokoliine tabi tutuldu. PCR karigimi toplamda 50 pl olacak sekilde 25 pl Maxima
Hot Start Green PCR Master Mix (2x), 22 pl niikleaz ari su, 1 pl PF forward primer
(50 pmol), 1 pul PR reverse primer (50 pmol) ve 1 ul DNA eklenerek hazirladi. Elde
edilen PCR karisimi 95°C’de 4 dk 6n denatiirasyon; 35 siklus (95°C 30 sn, 58°C 30
sn, 72°C 35 sn) ve 72°C’de 10 dk son uzama olacak sekilde thermal-cycler

programina tabi tutuldu.
3.2.5.7. Elektroforez ve PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PCR uygulamalariyla elde edilen iirlinleri goriintiilemek amaciyla 1x TAE
buffer (Fermantas, B49, Litvanya) i¢inde hazirlanan % 1,5’luk agaroz jel (peQLab
Biotechnologic GmbH, 35-1010, Almanya) elektroforezi (Thermo scientific, EC320,
USA) kullanildi. Ayrica iirtinlerin jelde goriintiilenmesi amaciyla 0,05 pl/ml olacak
sekilde Safeview (abm, G108, Kanada) eklendi. Islem siirecinde 8 ul PCR iiriinii ve 1
pul DNA ladder (GeneAll, GA-010, Kore), 1,5 ul loading dye (Metis, 0601,
Tiirkiye)ile karistirilarak jele yiiklendi ve 30 dakika boyunca 200 volt elektrik
uygulanarak vyiiriitiildii. Uriinlerin molekiil boyutlari, 100 bp’lik agilma araliklarina
sahip DNA ladder ile karsilastirilarak degerlendirildi. Yiiriitme islemi sonunda jel
gorlintiileme  sistemi  (Vilber, 09200439, Fransa) araciligiyla PCR driinleri

goriintiilendi ve kayit altina alindi.
3.2.5.8. Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

PCR uygulamas: sonucunda BRSV, BPIV-3, Panpestivirus ve BoHV-1
etkenlerine ait niikleik asit varlig1 tespit edilen PCR iirlinlerinin dizi analizleri hizmet
alimi (BM Labosis, Tiirkiye) yoluyla yapildi. Elde edilen dizin verileri, BioEdit
programi kullanilarak ClustalW c¢oklu hizalama (ClustalW multiple alignment)
fonksiyonu araciligiyla hizalandi1 (Hall, 1999). Hizalanarak kesilen dizilerin, MEGA7
programi kullanilarak 1000 bootstrap replikasyonu ile maksimum olasilik analizi

(Maximum likelihood analysis) yapild1 (Kumar ve ark., 2016). Her bir virus i¢in ayr1
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olarak olusturulan filogenetik agacin tasarlanmasinda kullanilan referans dizinler

ilgili gen bolgelerine gore GenBank’tan (GenBank, 2018) saglandi.

Ayrica, dizi analizi sonucu baz dizilimleri elde edilen 6rneklerin niikleotid
BLAST veri tabani kullanilarak GenBank’a daha Once girisi yapilmig dizinlerle
benzerlikleri degerlendirildi (BLASTn, 2018).

3.2.6. istatistiksel Analiz

Tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen verileri hem viral enfeksiyonlarhem de
teshis materyalleri (nazal svab ve akciger doku 6rnegi) yoniinden istatistiksel olarak
degerlendirmek i¢in Ki-Kare testi uygulandi. Bu amagla, IBM SPSS Istatistik 20
(Chicago, IL, ABD) paket programi kullanildi. Tiim degerlendirmelerde istatistiki

Onem smir1 olarak P<0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Konvansiyonel Virolojik Yontemlerle Elde Edilen Bulgular
4.1.1.Virus izolasyonu Sonuclar

Tez kapsaminda degerlendirilen 133 nazal svab ve 60 akciger doku 6rnegi
olmak tizere toplam 193 adet 6rnek MDBK hiicre kiiltiiriine ekilerek birbirini takip
eden li¢ kor pasaj islemine tabi tutuldu. Siire¢ sonunda toplamda 5 adet nazal svab
orneginin (Ornek no: ET-81, ET-92, ET-109, ET-115 ve ET-133) ekildigi hiicre
kiiltliriinde sitopatolojik etki (CPE) saptandi. Geriye kalan 188 adet nazal svab ve

akciger doku 6rneklerinin ekildigi kiiltiirlerde sitopatolojik degisiklik gdzlenmedi.

CPE olusturan oOrnekler arasinda ET-81 numarali ornekte dordiinci
pasajindan itibaren CPE saptanirken (Resim 2), diger 4 6rnegin yalnizca birinci
pasajinda CPE goriildii (Resim 3). Bu 6rneklerin ilerleyen pasajlarinda herhangi bir
CPE goriilmedi. Olas1 virus varligimmin degerlendirilebilmesi ve tiplendirme

yapilabilmesi amaciyla s6z konusu 5 6rnege hemadsorbsiyon testi uygulandh.
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Resim 2. ET-81 numarali nazal svab 6rneginin ekildigi hiicre kiiltiiriiniin mikroskop goriintiisii.
A: Inokulasyon yapilanMDBK hiicre kiiltiiriinde 5. pasaj seviyesinde 2. giin goriintiisii (x20 biiyiitme)
B: MDBK hiicre kontrol goriintiisii (x20 biiyiitme)
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Resim 3. MDBK hiicre hattindaki kor pasaj siirecinde yalnizca 1. pasaj inokulasyonunda sitopatolojik
degisiklik goriilen 6rnekler.

A: ET-92 numaral1 nazal svab 6rnegi 5. giin (x4 biiyiitme); B: ET-109 numarali nazal svab 6rnegi 4.
giin (x4 biiyiitme); C: ET-115 numarali nazal svab 6rnegi 3. giin (x10 bityiitme); D: ET-133 numarali
nazal svab 6rnegi 5. giin (x10 biiyiitme); E: MDBK hiicre kontrol goriintiisti (x10 biiyiitme)
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4.1.2. Hemadsorbsiyon testi sonucu

Sitopatolojik etki goriilen toplam 5 6rnekte virus tiplendirmesi ¢aligmalarini
desteklemek amaciyla uygulanan hemadsorbsiyon testi sonucunda 1 adet nazal svab

orneginin (ET-81) pozitif sonug verdigi saptandi (Resim 4).

Resim 4. MDBK hiicre hattinda uygulanan HAd testinde elde edilen mikroskop gériintiisi.
A: ET-81 numarali nazal svab ornegi 4. pasaj (x20 biytitme) B: Pozitif virus kontrol (BPIV-3 SF-4
referans susu) (x20 bilyiitme) C: Negatif kontrol(Enfekte edilmemis MDBK hiicre kiiltiirii) (x20

biiyiitme)
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4.1.3. Immunoperoksidaz (IPMA) Testi Sonuclari

Toplam 3 kor pasaj islemine tabi tutulmus olan 193 6rnegin ncp pestivirus
varligi yoniinden incelenmesi amaciyla IPMA testi uygulandi. Test sonucunda 1
nazal svab (Ornek no: ET-94) ve 1 akciger doku drnegi (Ornek no: DO-48) olmak
tizere toplam 2 adet 6rnek ncp pestivirus yoniinden pozitif olarak tespit edildi (Resim
5).

Resim 5. immunoperoksidaz testinde elde edilen mikroskop goriintiileri.

A: ET-94 numarali nazal svab 6rnegi (x10 bityiitme); B: DO-48 numarali akciger dokusu 6rnegi (x10
biiyiitme); C:Pozitif virus kontrol (BVDV-FLK)(x10 biyitme); D:Negatif kontrol(Enfekte
edilmemis MDBK hiicre kiiltiirii)(x10 biiytitme)

4.1.4. ELISA ile BVDV Antijen Tespiti Sonuclar

Calisma kapsaminda degerlendirilen 133 nazal svab ve 60 akciger doku
ornegi olmak {izere toplam 193 adet 6rnek BVDYV ticari antijen ELISA kiti ile test
edildi (Resim 6). Sonug olarak 2 nazal svab 6rnegi (Ornek no: ET-94 ve ET-109) ve
8 akciger orneginde (Ornek no: DO-1, DO-2, DO-14, DO-15, DO-16, DO-48,D0-49
veDO-60) BVDV antijen varligi belirlendi (Sekil 7).
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Resim 6. Nazal svab ve akciger doku 6rnekleriyle gergeklestirilen BVDV antijen ELISA testi.
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Nazal svab 6rnekleri (n=133) Akciger doku 6rnekleri (n=60)

EBVDYV antijen negatif drnek sayist HBVDYV antijen pozitif 6rnek sayist

Sekil 7. BVDV antijen ELISA’da pozitif bulunan érnek sayilari.

4.1.5. ELISA ile BoHV-1 Antijen Tespiti Sonuglar

BoHV-1 antijen ELISA Kkiti ile test edilen 133 nazal svab ve 60 akciger doku

ornegi olmak tizere toplam 193 adet 6rnekten higbirinde pozitif sonug alinamad.
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4.2. Molekiiler Yontemlerle Elde Edilen Bulgular

Tez calismast i¢in degerlendirilen toplam 193 adet Ornekte c¢alisma
kapsamindaki viruslara ait niikleik asitlerin tespitine yonelik PCR uygulamalarinin

bulgular1 agagida sunulmustur (Tablo 6).

Tablo 6. PCR sonuglarina gore pozitif bulunan 6rnek sayilari.

Toplam
 Alnan Toplam BRSV BPIV-3 Pestivirus BoHV-1 Pozitiflik
Ornekler Say1 -

Degeri

Nazal S\jgb 133 2 1 4 2 9
Ornegi
Akciger
Doku Ornegi 60 3 0 ! . 4
5) 1 5 2 13
T ~EK (%2,59) (%60,52) (%2,59) (%1,04) (%6,74)

4.2.1. BRSV Nested RT-PCR Sonugclari

Nested RT-PCR yontemi ile test edilen drneklerden 2 nazal svab (Ornek no:
ET-63 ve ET-124) ve 3 akciger doku 6rnegi (Ornek No: DO-7, DO-18 ve DO-19)
BRSYV yoniinden pozitif olarak saptandi (Resim 7).

1200 bp

500 bp 481 bp

Resim 7. BRSV nested RT-PCR (2. agsama) iirtinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
1: DNA ladder (100 bp aralikli); 2: Pozitif kontrol (BRSV-Atue); 3: Negatif kontrol; 4-8: BRSV
pozitif olan 6rnekler (Sirasiyla DO-7, DO-18, DO-19, ET-63, ET-124).
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4.2.2. BPIV-3 RT-PCR Sonugclar

RT-PCR yontemi ile test edilen 60 akciger 6rneginin tiimii BPIV-3 yoniinden
negatif olarak saptanirken, 133 nazal svab 6rneginden 1 tanesi (ET-81) pozitif olarak

tespit edildi (Resim 8).

1200 bp

647 bp

500 bp

Resim 8. BPIV-3 RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
1: DNA ladder (100 bp aralikli); 2: Pozitif kontrol (BPIV-3 SF-4); 3: Negatif kontrol; 4: BPIV-3
pozitif 6rnek (ET-81).

4.2.3. Panpestivirus RT-PCR Sonuglari

Pestivirus viral RNA varligi yoniinden degerlendirilen 6rneklerin RT-PCR
sonucunda 4 nazal svab (Ornek no: ET-64, ET-84, ET-101 ve ET-102) ve 1 akciger
doku 6rnegi (Ornek no: DO-48) pozitif olarak bulundu (Resim 9).
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1200 bp

500 bp

288 bp

Resim 9. Panpestivirus RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
1: DNA ladder(100 bp aralikl); 2: Pozitif kontrol (BVDV-NADL); 3: Negatif kontrol; 4-8:
Panpestivirus pozitif olan 6rnekler (Sirasiyla ET-64, ET-94, ET-101, ET-102, DO-48).

4.2.4. BoHV-1 PCR Sonuclar

PCR yontemi ile test edilen 60 akciger 6rneginin tiimii BoHV-1 yoniinden
negatif olarak saptanirken, 133 nazal svab 6rneginden 2 tanesi (ET-120 ve ET-121)
pozitif olarak tespit edildi (Resim 10).

1200 bp

500 bp 468 bp

Resim 10. BoHV-1 PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri.
1: DNA ladder (100 bp araliklr); 2-3: Pozitif kontrol (BoHV-1 Cooper); 4: Negatif kontrol; 4-5:
BoHV-1 pozitif 6rnekler (Sirasiyla ET-120, ET-121).
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4.3. Konvansiyonel Virolojik Yontemler ve Molekiiler Yontemlerle Elde Edilen

Bulgularinin Karsilastirnilmasi

Tez kapsaminda nazal svab ve akciger doku drneklerinde BRSV, BPIV-3,
BVDV ve BoHV-1 etkenlerin tespitine yonelik uygulanan testler sonucunda pozitif
saptanan Ornek sayilarma iliskin veriler Tablo 7’de sunuldu. Bu bilgiler 1s1ginda
uygulanan yontemlerden en az biri araciligiyla 5 6rnekte (3 nazal svab ve 2 akciger
doku 6rnegi) BRSV, 1 nazal svab 6rneginde BPIV-3, 13 6rnekte (5 nazal svab ve 8
akciger doku Ornegi) pestivirus ve 2 nazal svab Ornegndei BoHV-1 pozitifligi

saptandi.

Tablo 7. Tez kapsamindaki viruslarin tespitine yonelik uygulanan testler ve saptanan pozitif 6rnek
sayilari

Akciger Doku

. Uygulanan Nazal Svab Ornegi . Toplam (%)
Virty Yontem (n=133) 81:1&%1 (n=193)
Virus izolasyonu 0 0 0
(%0)
BRSV
Nested RT- PCR 3 2 5
0z,
(%2,59)
Virus izolasyonu 1 0 1
ou,
(%0,52)
. . 1
8 0,
BPIV-3 Hemadsorbsiyon Testi 1 0 (%60,52)
RT-PCR 1 0 1
oy,
(%0,52)
Virus izolasyonu 0 0 0
(%0)
immunoperoksidaz 1 1 2
Testi (%1,04)
Pestivirus
Antijen ELISA 2 8 10
09,
905,18
RT-PCR 5
0c,
4 ! 902,59
Virus izolasyonu 0 0 0
(%60)
Antijen ELISA 0
BoHV-1 0 0 (%0)
PCR 2
01,
2 0 %1,04
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BRSV varligmi tespit etmek i¢in Ornekler virus izolasyonu ve RT-PCR
yontemleriyle test edildi. Bu dogrultuda 5 (%2,59; 5/193) 6rnek BRSV niikleik asit
varligr yoniinden pozitif bulunurken (Tablo 6), higbirisinden virus izolasyonu
yontemiyle BRSV izolati elde edilemedi. Geriye kalan 188 adet 6rnek BRSV varlig1

acisindan negatif olarak bulundu.

BPIV-3 varligimni tespit etmek i¢in virus izolasyonu ve RT-PCR yontemlerine
ek olarak siipheli 6rneklere hemadsorbsiyon testi uygulandi. RT-PCR sonucunda 1
(%0,52; 1/193) nazal svab o6rnegi BPIV-3 viral genom varligi agisindan pozitif
bulunurken (Tablo 6), geriye kalan 192 adet 6rnek negatif olarak degerlendirildi.
Ayn1 6rnek (ET-81) hemadsorbsiyon testi sonucunda da pozitif bulundu ve 4. pasaj
seviyesinde sitopatojenik virus izolat1 elde edildi. Boylece yapilan g teste iliskin

sonuglarin birbirleriyle paralel oldugu belirlendi (Tablo 9).

BVDV varligi yoniinden toplamda 193 adet 6rnek BVDV antijen-ELISA,
virus izolasyonu-IPMA ve RT-PCR yontemleriyle test edildi. Orneklerin higbirinde
cp BVDV biyotipi saptanamadi. Toplamda 13 (%6,74; 13/193) 6rnek en az bir test
yontemiyle BVDV yoniinden pozitif bulundu. Virus izolasyonunu takiben yapilan
IPMA testi sonucunda 2 adet 6rnek ELISA ve RT-PCR ile uyumlu sonug verirken, 3
adet ornek yalnizca RT-PCR pozitif ve 8 adet 6rnek yalnizca ELISA pozitif olarak
sonug verdi (Tablo 8).

Tablo 8. Pestivirus tespitine yonelik uygulanan testler sonucunda pozitif saptanan drnekler

Uygulanan Yontemler Pozitif Ornek Sayilari
IPMA (+), Ag-ELISA (+), RT-PCR (+) 2
IPMA (-), Ag-ELISA (+), RT-PCR (-) 8
IPMA (-), Ag-ELISA (-), RT-PCR (+) 3
TOPLAM (n=193) 13 (%6,74)
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BoHV-1 varlig1 yoniinden 6rnekler antijen-ELISA Kiti, virus izolasyonu ve
PCR yontemleriyle incelendi. Orneklerin tiimiinde virus izolasyonu ve ELISA
sonuglar1 negatif olarak saptanirken, 2 (%1,04; 2/193) 6rnek BoHV-1 viral niikleik

asit varhigi yoniinden pozitif olarak bulundu (Tablo 7).

Yapilan konvansiyonel ve molekiiler yontemler sonucunda test edilen
orneklerde ¢oklu enfeksiyon saptanamadi. Bu 6rneklerden 21’1 (%10,88; 21/193) [10
adet nazal svab (%7,52; 10/133) ve 11 adet akciger doku 6rnegi (%18,33; 11/60)]
uygulanan yontemlerin en az birinde BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1
etkenlerinden biri i¢in pozitif olarak belirlendi. S0z konusu etkenlerin teshisinde
kullanilan  konvansiyonel virolojik yontemler ve molekiiler yontemlerin

karsilagtirmali olarak degerlendirilmesine iligskin veriler Tablo 9°da sunuldu.
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Tablo 9. Pozitif sonug alinan érneklerin test sonuglarmna iligkin veriler

Pozitif ) Konvansiyonel Virolojik Yéntemlere iliskin Sonuglar Molekiiler Yontemlere iliskin Sonuclar
ﬁ‘ga Bulunan ﬂ;“e" _ Virus ; BVDV BoHV-1 BRSV BPIV-3 Panpestivirus  BoHV-1
Viruslar 'Zcz'é‘;yé’)”“ HAEesT IPNS Ag ELISA Ag ELISA RT-PCR RT-PCR RT-PCR PCR

1. BRSV ET-63 - te - - - + - - R
2. BRSV ET-124 - te . - - + i i i
3. BRSV DO-7 - te . - - + i i i
4. BRSV DO-18 - te . - - + i i i
5. BRSV DO-19 - te . - - + i i i
6. BPIV-3 ET-81 + + - - . B + . _
7. BVDV ET-64 - te - - - R i + _
8. BVDV ET-94 - te + + . - R + R
9. BVDV ET-101 - te - - - R R + R
10. BVDV ET-102 - te - R R - - + -
11. BVDV ET-109 - - - + - R - . R
12. BVDV DO-1 - te - + - - - - -
13. BVDV DO-2 - te - + - - - - -
14. BVDV DO-14 - te - + - - - - -
15. BVDV DO-15 - te - + - - - - -
16. BVDV DO-16 - te - + - - - - -
17. BVDV DO-48 - te + + - B i + R
18. BVDV DO-49 - te - + - - - - -
19. BVDV DO-60 - te . + - - - R -
20. BoHV-1 ET-120 - te - - - R _ R n
21. BoHV-1 ET-121 - te - - - R _ R

118;#% 1 1 2 10 0 5 1 5 )

ET: Nazal svab 6rnegi; DO: Akciger doku 6rnegi; CPE: Sitopatojenik etki; HAd: Hemadsorbsiyon; te
Ag: Antijen; (+): Pozitif sonug; (-): Negatif sonug
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4.4. Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Tez calismasi sonucunda pozitif olarak saptanan PCR irilinlerinin dizi

analizleri sonucunda elde edilen veriler Tablo 10’da gosterilmektedir.

Tablo 10. Tez calismasinda elde edilen dizinlere iligskin veriler

Uriin
Virus OrnekNo  Dizin (5°—3’) uzunlugu
(bp)

CTTAGTGCACTAAGAACTGGATGGTATACAAGCGTGGTAACAATAGAGT
TGAGCAAAATCCAAAAAGATGTGTGTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAA
ATTAATAAAGCAAGAACTAGAAAGATACAACAATGCAGTAACAGAATTG
CAGTCACTTATGCAAAATGTACCGGCCTCCTTTAATAGAGCAAAAAGAG
DO-7 GAATACCAGAGTTGATGCATTATACAAGAAACTCTACAAAAAGGTTTTA 460
TGGACTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATTTTTAGGATTCTTGCTA
GGCATTGGATCTGCTATTGCAAGTGGTGTAGCAGTGTCCAAAGTACTACA
CCTGGAGGGAGAGGTGAACAAAATTAAAAGTGCACTGCTATCCACAAAT
AAAGCGGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTACTAGCAAAGT
ACTTGATCAAAAGAACT

TAGAGGTTATCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGGTA
ACAATAGAGTTGAGCAAAATACAGAAAGATGTGTGTAAAAGTACTGATT
CAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAAAGATACAACAATGCAG
TAACAGAATTGCAGTCACTTATGCAAAATGTACCGGCCTCCTTTAATAGA
GCAAAAAGAGGAATACCAGAGTTGATGCATTATACAAGAAACTCTACAA
AAAGGTTTTATGGACTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATTTTTAGG
ATTCTTGCTAGGCATTGGGTCTGCTATTGCAAGTGGTGTAGCAGTGTCCA
AAGTACTACACCTGGAGGGAGAGGTGAACAAAATTAAAAATGCACTGCT
AACCACAAATAAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTA
CTAGCAAAGTACTTGATC

BRSV ET-63 461

GTGCAGTTAGTAGTGGTTATCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACA
AGTGTGGTAACAATAGAGTTGAGCAAAATACAGAAAGATGTGTGTAAAA
GTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAAAGATACAA
CAATGCAGTAACAGAATTGCAGTCACTTATGCAAAATGTACCGGCCTCCT
ET-124 TTAATAGAGCAAAAAGAGGAATACCAGAGTTGATGCATTATACAAGAAA 480

CTCTACAAAAAGGTTTTATGGACTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAG
ATTTTTAGGATTCTTGCTAGGCATTGGGTCTGCTATTGCAAGTGGTGTAG
CAGTGTCCAAAGTACTACACCTGGAGGGAGAGGTGAACAAAATTAAAAA
TGCACTGCTAACCACAAATAAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTT
AGTGTCCTTACTAGCAAAGTACTTGATCTAAAGAACT

GAATGACTTCATGATAGAGGTATTGAGCCTCTAAACCCTGACAAATTCTG
GAGATGTACCTCTGGCAATCCATCCTTAGCAAGTAACCCAAAGATAAGA
CTAATACCAGGTCCTAGTCTGTTAGCAGCATCTACCACTGTAAATGGTTG
TATAAGGATCCCGTCTTTCGTAATCAACAATCTAATATATGCTTACACTT
CCAACCTTATTGTTCAAGGTTGCCAGGATATAGGGAAGTCTTATCAGGTG
TTACAAATCGGGATCATCACTATAAATTCAGACCTGGTACCTGACCTAAA
BPIV-3 ET-81 TCCTAGAGTTACACATACTTTTAATATTGATGATAATAGAAGGTCCTGTT 637
CTTTAGCACTACTAAATACAGATGTATATCAGTTGTGCTCAACTCCGAAA
GTTGACGAAAGATCAGACTATGCATCAATAGGGATTGAAGACATCGTAC
TTGATATTATTACTAACAATGGATTAATCATCACAACAAGATTTACCAAT
GATAATATAACATTTGACAAACCATATGCAGCACTGTACCCATCAGTAG
GACCGGGGATTTATTATAAAGGTAAGATTATTTTTCTCGGGTATGGTGGA
TTAGAACATGCAGAGAATGGTGATGTAATACAACTAGGTT

TATGCCCTTAGTAGGACTAGCATATTGGGGAGGGTAGCAACAGTGGTGA
GTTAGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTC

BVDV DO-48 GACGCTCTAGAATATGAGCCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCC 271
CACAGCACATCTTAACCTGAGCAGGGGTCGCCCAGGTGAAAGCGGGTAA
ACCGTTACTAACACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGCACTG

CTACTAAAAATCTCTGCTGTACATGG
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Tablo 10. Tez ¢alismasinda elde edilen dizinlere iliskin veriler (Devam)

Virus

Ornek No

Dizin (5°—3°)

Uriin
uzunlugu

(bp)

BVDV

ET-64

TGCCCTTAGTAGGACTAGCATAATGAGGGGGGTAGCAACAGTGGTGAGT
TCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGAC
GCCTTGGAATAAAGGTCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCAA
AGCACATCTTAACCTGAGCGGGGGTCGCCCAGGTAAAAGCAGTTTTTAA
CCGACTGTTACGAATACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTA
TGGCTACTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTT

286

ET-94

GTAGGACTAGCAAAATGGGGGGGGTAGCAACAGTGGTGAGTTCGTTGGA
TGGCTGAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACACCTAGG
ACATTAGGTCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACAT
CTTAGCCTGTGCAGGGGTCGCACAGGTGAAAGCGGTCTTAACCCACCGC
TATGAACACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACT
AAAAATCTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTTG

278

BoHV-1

ET-121

GGCCACGACGCTGACGAGGACGGGGCTTCCGATTAGGCCGGGCGAGGCG
TCGTACGTGGCGGTCGCGGAGAACTCGGGCAGCGGTGCCGGGTAGCCAG
TGGCGGTGCAGGTGTAGTCGACGGGCCCGTCGGTTGTAGAAAGCAGGCG
CACGCCGCGCAGGTTTACCAGCCCGGGCCGCTCGGCGCAGACGCCGGTC
TGCTCAGTGCGCGACGGGGCGATGCCGTCGCGCACCGTCCAGCGCAGGG
AGACGCGCCCCTCGGGGACGCAGCGCGCCTCGCAGACGGCCTCGCCGLC
CTCGAAGTACACGCGCAGCTCGGGCGGGCGGTAAACGGCCGGCGTGCCA
GCCGCGTAAAAGCGGCGCTCCATGTTAGCGCTCTGGAACCAGGAGACGT
CGCAGCGCAGGTTGGGCGGGTGGGCGGTTGGCGTCGCGTCCTCGAGCGT
AAGGACGGACGTGCGCGAAAAGAGCCCGGAGTCGTCGACCGTAAAGAC
GTCGCGCGCGTGCCGAGCCTCCACGGGGTAGCCGTTGCGGAACCAGTGC
AGGCGCGTGGAGCGCGGCGGGTAGTACTCGGCGGC

573
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Elde edilen dizinlerin niikleotid BLAST veri tabaninda (BLASTnN, 2018) en

yakin saptanan kayitlar ve benzerlik yiizdeleri Tablo 11°de 6zetlenmistir.

Tablo 11. Tez ¢alismasinda elde edilen dizinler ve GenBank’tan referans alman dizinlerin BLAST
sonuglari

. Ornek No L. . Benzerlik
Virus (Bu galisma) GenBank referans dizin (Accession no) Yiizdesi
BRSV/TR/Erz/2014 (KY499619.1) %98
DO-7
USII/S1 (KU159366.1) %97
BRSV/TR/Erz/2014 (KY499619.1) %99
BRSV ET-63
USII/S1 (KU159366.1) %98
BRSV/TR/Erz/2014 (KY499619.1) %99
ET-124
USII/S1 (KU159366.1) %98
SD0805 (HQ530154.1) %98
BPIV-3 ET-81
HS9 (LC000638.1 %97
TR-2007-B-AG2 (EU716137.1) %99
DO-48
TR80 (MH753468.1) %98
NADL (AJ133739.1) %99
ET-64
BVDV Singer Arj (DQ088995.2) %97
TR84 (MH753470.1) %99
ET-94 TR-2007-Gu-175454-4695 (EU716150.1) %98
TR16 (MG670546.1) %96
Cooper (DQ173733.1) %100
BoHV-1 ET-121
KON-133-NS-TR2017 (MF458855.1) %100

PCR uygulamasiyla pozitif oldugu belirlenen 6rneklerin dizi analizi verilerine

MEGAT7 programiyla uygulanan filogenetik analiz sonuglar1 asagida sunulmustur.
4.4.1. BRSV Nested RT-PCR Pozitif Orneklere Iliskin Filogenetik Agac

BRSV kismi F gen bolgesine spesifik primerler araciligiyla uygulanan RT-
PCR metodu sonucunda pozitif bulunan toplam 5 adet 6rnekten 3 tanesi (DO-7, ET-
63 ve ET-124) dizi analizi i¢in segildi. Yapilan filogenetik analiz sonucunda, bu
caligmada elde edilen DO-7, ET-63 ve ET-124 kodlu dizinlerin birbirleriyle yakin
iliskili oldugu belirlendi (Sekil 8).
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o7 r BRSY MB2816.1
99| L BRSW-25-BR FJ543091.1
el BRSY 375 FJ543092. 1
BRSY DO0953. 1
ATCCE1908 AF295543.1
BRSY ATues1908 AFD92942.1
BRSY NC 001989, 1 BRSV
L BRSY ¥17970.1
BRSY MEE350.1
@007
BRSY/TR/Erz/2014 KY499613.1
@ ETE3
®ET-124
L BRSY USI/S1 KU159366.1

2

—
T

33

Crwine RSY AF334395.1 Ovine RSV

Human RSY A2 KT992094.1
o - Human RSV NC 0017811 RSV
100 L Human RSV D00334.1

0.05

Sekil 8. DO-7, ET-63 ve ET-124 kodlu orneklerin F gen bolgesine ait dizinlerle olusturulan
filogenetik agaci.

g9

e” isaretli dizinler bu ¢alismada elde edilmistir.

4.4.2. BPIV-3 Pozitif Ornege Iliskin Filogenetik Agac

HN proteinini kodlayan gen bolgesine spesifik primerler araciligiyla yapilan
RT-PCR’la pozitif oldugu saptanan ET-81 kodlu izolatin filogenetik analizi
sonucunda BPIV-3 genotip C’de yer aldig1 tespit edildi (Sekil 9).
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ap— BPIV-3 TWVIMDLTE KU2565481.1
100 [~ BPI-3 Kansas/16626/84 AF173654.1
BFIW-3 DIO D2839608.1

%) 100 L BPIV-3 Shipping Fever AF178655 1

BPIV-3 H/Eqypt/2014 KP757872.1 Genotip A
W{ BPIV-3 M13 LC193728.1

3 BPIV-3 BN-1 AB770484.1
100 | BPIV=3 910N DE4095.1
BPIV-3 Akkeshi14 LC170488.1

g7l L BPIV-3 Q5502 EUZ7TEES.1 Genotip B
BPIV-3 H59 LCODOGEE. 1
$ET-51

EFI-3 SDOS0§ HQA30154.1
EPIV-3 SD083§ HOS30153.1
BPIV-3 SD0S09 HQE50155.1
77 L BPIV-3 SD0S11 HOE30156.1

’— HPIV-3 LZ22 FJ455842.2

1m0 HPW-2 GP ABO121321
\EE HP -3 14702 ELI424062.1
81 LHPN-3 JS 2116781

Sendai virus MCO015852.1

Genotip C

0.050

Sekil 9. ET-81 kodlu izolatmHN proteini gen bolgesine ait dizinle olusturulan filogenetik agaci. “e”
isaretli dizin bu ¢alismada elde edilmistir.

4.4.3. Panpestivirus RT-PCR Pozitif Orneklere iliskin Filogenetik Agac

Pestivirus 5’UTR gen bolgesine spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-
PCR sonucunda niikleik asit varligi tespit edilen 5 adet 6rnekten 3 tanesi (DO-48,
ET-64 ve ET-94 ) dizi analizi i¢in se¢ildi. Yapilan filogenetik analiz sonucunda DO-
48 kodlu dizinin BVDV-1f, ET-64 kodlu dizinin BVDV-1a ve ET-94 kodlu dizinin
ise BVDV-1l alt gruplarinda yer aldig: belirlendi (Sekil 10).
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BVDV-1f TR-2007-B-AG2 EUT16137.1
® BYDV D048
BVDV-1f TRBO0 MH753468.1 BVDV-1f
BVDV-1f J-Au AF298067
BVDV-1f TR83 MH753469.1
BVDV-1q SD0803 JN400273
BVDV-1s UM/136/08 LM994673
BVDV-1e IT99-7164 AJ318624
E BVDV-1g A-Au AF298064
az| BVDV-1p BJ0T03 GU120249
BVDV-1p TJ06 GU120246
BVDV-1r CAM8110 LM394672
BVDV-1m ZM-95 AF526381
BVDV-1m LZ-06 GU120241
BVDV-10 IS25CP01 AB359931
BVDV-10 JS10116 JN248734
BVDV-1t SI/207/12 LM994674
g9 | BVDV-1d Isalate 5 KU564978
4‘5\1[}\;% NCP03 AB359927
BVDV-1h G-Au AF298066

495‘_ BVDV-1h KM AF298068
BVDV-1n 06271 DQY73181
BVDV-1n KB-01 GQ495676
BVDV-1e 3186V6 AF298062
BVDV-1g 1891-99 AJ304364

19— BVDV-1k Rebe AF299317

| BVDV-1k SuwaCP AF117699
BVDV-1I TR-2007-B-AG3 EUT16138.1 Bursa
BVDV-1/ TR16 MG6T0546.1
BVDV-1 TR84 MH753470.1 BVDV-1/
BVDV-1 TR72 MGET70548.1
BVDV-1I TR-2007-Gu-175454-4695 EUT16150
® BVDV ET-94
BVDV-1b Osloss M96587
BVDV-1b TR-2007-B-AGS EUT16144.1 Bursa
BVDV-1b TR8 MHT53467.1
BVDV-1b TR79 MH753464
BVDV-1b TR81 MH753465
94| BYVDV-1b TRB2 MH753466

g4 — BVDV-1c Bega AF049221
BVDV-1c Manasi EU159702
BVDV-1i 23-15 AF298059
BVDV-1a Oregon C24V AFQ91605

BVDV-1a NADL AJ133739
ﬂ\, Eres BVDV-1a
BVDV-1a Singer L32875
BVDV-1a TR-2007-B-AG7 EUT16142 1 Bursa
BVDV-1j 2Vi/95 AJ293594
499{ BVDV-1j KS86 ABO78950
BVDV-1r TRT0 MG670547
39| BVDV-1r TR75 MGE70549
BVDV-1u M31182 JQ7993141

4{  — Gi-6

@l BVDV-2a 890 2797721

74

96

0.05

Sekil 10. DO-48, ET-64 ve ET-94 kodlu pestivirus pozitif 6rneklerin 5°UTR gen bolgesine ait
dizinlerleolusturulan filogenetik agaci.
“e” isaretli dizinler bu ¢caligmada elde edilmistir.
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4.4.4. BoHV-1 PCR Pozitif Ornege iliskin Filogenetik Agac

PCR sonucunda BoHV-1 niikleik asit varligi tespit edilen ve ayni isletmeden
elde edilen 2 adet 6rnekten giiglii bant veren 1 tanesi (ET-121) dizi analizi igin
secildi. Elde edilen dizin verileri kullanirak yapilan BoHV-1 gC gen bdlgesine ait
filogenetik analiz sonucunda ET-121 kodlu 6rnegin BoHV-1.1 alt grubunda yer
aldigi tespit edildi (Sekil 11).

BoHV-1.1 Cooper DQ173733.1 USA

W BoHv-1ET-121

— BoHV-1.1UY19988  DQ173735.1 Uruguay
BoHV-1.1 17-92 KC479144.1 India
BHV-1.1/2004/MN1/USA KJ652521.1
BHV-1.1/2009/MN3/USA KJ652523.1
BoHV-1.1 KON-793-NS-TR2017 MF458856.1
BoHV-1.1 KON-133-NS-TR2017 MF458855.1
BoHV-1.1 KON-794-NS-TR2017 MF458857.1
BoHV-1.1 KON-795-NS-TR2017 MF458858.1
BoHV-1.1 KON-BRZ-LOK-TR2017 MF458859.1 BoHV-1
BoHV-1.2UY2002 DQ173731.1 Uruguay
— BoHV-1.2b B89 KM2588681.1 Australia

— BoHV-1.2 UY2004 DQ173732.1 Uruguay

40 ->BDHV—1.2 EVI14 DQ173739.1 Brazil

25

40

BoHV-1.2b SM023 KM2588821 USA(Texas)

BoHV-1.2 PG1779 DQ173723.1 Braz
L BoHV-1.2 $V265 DQ173718.1 Bra
L BoHV-1.20 SP1777 KM258883.1 USA(Oklahoma)
L— BoHV-1.2b K22 KM258880.1 USA(New York)
BoHV-5 15087 DQ173725.1 Braz
BoHV-5 SV507 DQ173740.1
BoHV-5 EVI100 DQ184912.1 BOHV-5
63 | BoHV-5 Taim DQ173737.4
BoHV-5 SV136 DQ173722.1

5]

om

Sekil 11. ET-121 kodlu 6rnegin gC gen bolgesine ait dizinle olusturulan filogenetik agag.
“m” isaretli dizin bu ¢alismada elde edilmistir.
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4.5, Istatistiksel Analiz Sonuclar

Test edilen Orneklerin pozitifligi bakimindan, yalnizca BVDV ile BPIV-3
verileri (P=0,001) ve BVDV ile BoHV-1 verileri (P=0.008) arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu saptandi (P<0,05). Ayrica tez caligmasi kapsaminda
uygulanan test yontemleriyle taranan viral etkenlerin en az birinin tespit edilebilmesi
dikkate alindiginda, akciger 6rneklerinde saptanan pozitiflik orani (11/60) nazal svab
orneklerine (10/133) oranla istatistiki olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(P=0,026; P<0,05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Yiiksek ates, hiriltili solunum, Oksiiriik, burun ve gozyas1 akintis1 ve
kondiisyon kaybiyla seyreden sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlari, sigir
stiriilerinde en sik rastlanan problemlerden biridir. Hastalik hafif seyreden klinik
bulgularla baslasa bile enfeksiyona sebep olan solunum sistemi viruslart immun
sistemi baskilamakta ve etkilenen sigirlar sekonder bakteriyel enfeksiyonlara yatkin
hale gelmektedir. Bu durum enfekte hayvanlarda hastaligin siddetlenmesine ve
Oliimle sonuclanmasina neden olabilmektedir. Solunum sistemi problemlerine bagl
olarak sigirlarda verim diistikliigii, kondiisyon kaybi, karkas kalitesinde azalma, siit
veriminde diisiis yani siwra morbidite, mortalite, tedavi ve koruma maliyetleri
nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (Grifin, 1997; Irsik ve ark.,
2006; Smith, 2000). Solunum sistemi problemlerinden kaynaklanan ekonomik
kayiplar1 6nlemek ve enfeksiyonlar1 kontrol altinda tutmak amaciyla hasta bireylerin
zamaninda ve dogru teshisi 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda, hastaliktan korunma
ve kontrol programlarmin 6nemli basamaklarindan biri olan “enfeksiyona neden olan
etkenin belirlenerek elimine edilmesi” ig¢in laboratuvar testlerinden yararlanilir
(Fulton ve Confer, 2012). Ozellikle BRSV ve BPIV-3 gibi solunum sistemi viral
etkenlerin enfeksiyonun erken donemlerinde sagilmasi sebebiyle sigir solunum
sistemi enfeksiyonlarinda, tanisal testlerin klinik bulgularin baslangic evresinde
uygulanmast basar1 sansmni arttrmaktadr. Viral etkenlerin tespiti amaciyla virus
izolasyonu yontemi, molekiiler tabanli testlerin gelistirilmesine kadar geleneksel tani
yontemi olarak yaygm bir kullanim alani bulmustur. Ancak virus izolasyonunda, test
sonuglarinin degerlendirme siirecinin 2-3 haftaya kadar uzamasi durumunda, hasta
hayvanda miks enfeksiyonlarin olugsmasi ve hastalik seyrinin agirlasmasi sz konusu
olabilmektedir (Montgomery, 2009). Giiniimiizde ise hizli ve gilivenilir sonuglar
veren PCR tabanli testler ve ELISA gibi antijen tespitine yonelik yOntemler
geleneksel tani yOntemlerinin yerini almaktadir (Fulton ve Confer, 2012;

Montgomery, 2009).
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Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de sigir solunum sistemi enfeksiyonlari
yaygin olarak goriilmektedir. Ornegin, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Klinikleri’ne 1990-2000 yillar1 arasinda 1646 adet sigir
tedavi i¢in getirilmis ve %25,46’sinda solunum sistemi hastaliklar1 saptanmistir
(Kennerman ve ark., 2003). Sigir solunum sistemi enfeksiyonlarmin Tirkiye’deki
durumu birgok serolojik ve virolojik ¢alisma ile ortaya konulmustur (Alkan ve ark.,
1997; Alkan ve ark., 2000; Cabalar ve Can Sahna, 2000; Cabalar ve Karaoglu, 1999;
Gencay ve ark., 2009; Okur ve ark., 2007; Oner ve Yesilbag, 2018; Yavru ve ark.,
2005; Yesilbag ve Giingor, 2008; Yesilbag ve ark., 2014; Yildirim ve Burgu, 2005).
S6z konusu c¢alismalarda BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 etkenlerinin
seroprevalansi sirastyla %40-100, %18-99, %41-86, %17-98 degerleri arasinda tespit

edilmistir.

Bu tez calismasinda temel olarak, daha oOnceki ¢alismalarda iilkemizdeki
varligi bildirilmis olan BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 etkenlerinin, molekiiler
yontemlerle tespitinin yapilmasi ve elde edilen {iriinlerin genetik olarak karakterize
edilmesi amaclanmistir. Ayrica molekiiler ¢aligmalara paralel olarak s6z konusu
etkenlerin konvansiyonel virolojik yontemler araciligiyla da tespit edilerek, klinik ve
nekropsi orneklerinden saha izolatlarinin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu amaglar
dogrultusunda Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali’na gonderilen toplamda 133 burun svabi 6rnegi degerlendirildi. Ayrica Viroloji
Anabilim Dalr’na rutin teshis i¢in gonderilen sigir akcigerlerine ek olarak, kesim i¢in
mezbahaya sevk edilen ve solunum sistemi klinik bulgular1 gésteren sigirlardan elde
edilen toplamda 60 akciger doku 6rnegi de test edildi. Elde edilen 6rnekler molekiiler
calismalar kapsaminda BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 etkenleri yoniinden PCR;
konvansiyonel  virolojik  yontemler kapsaminda ise virus izolasyonu,

immunoperoksidaz testi, ELISA ve hemadsorbsiyon testiyle incelenmistir.

Uygulanan testler dogrultusunda, en az bir test yontemi ile pozitif bulunan
orneklere iligkin sonuglar Tablo 7 ve Tablo 9’da ayrmtili olarak verilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda uygulanan tesshis yontemlerinden en az biri araciligiyla
toplamda degerlendirilen 193 adet ornekten 5’1 (%2,59) BRSV, 1 (%0,52) nazal
svab ornegi BPIV-3, 13’1 (%6,74) pestivirus ve 2 (%1,04) nazal svab 6rnegi BoHV-
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1 pozitif olarak saptanmistir. Ayrica 193 adet hayvanin PCR sonuglarina gore
%6,7’sinde (n=13) kontrol edilen viruslardan kaynaklanan solunum sistemi
enfeksiyonu varhigi tespit edilmistir (Tablo 6). Avustralya’da yiiriitiilen bir
calismada, 1484 adet nazal svab Orneginin %6,5’1 (n=97) kantitatif RT-PCR
yontemiyle BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 varlig1 yoniinden pozitif olarak
tespit edilmistir (Moore ve ark., 2015). S6z konusu ¢alisma ile bu tez ¢alismasindan
elde edilen veriler birbiriyle uyumlu goriilmektedir. Tiirkiye’de Alkan ve ark. (2000)
tarafindan yliriitillen bir calisjmada 95 adet solunum sistemi problemli sigirdan
toplanan nazal svab 6rnekleri BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 varlig1 yoniinden
direkt immunofloresan teknigiyle incelenmis ve %20,0’si (n=19) en az bir viral
antijen varhig1 yoniinden pozitif olarak saptanmustir. Irlanda’da sigirlarin solunum
sistemi enfeksiyonu salgininda toplanan 1364 adet nazal svab ornegine uygulanan
real-time PCR metodu sonucunda, orneklerin %29,7’si BRSV, BPIV-3, BVDV ve
BoHV-1 varligi yoniinden pozitif olarak bildirilmistir (O’Neill ve ark., 2014).
Yapilan c¢alismalarda belirlenen prevalans degerlerindeki farkliliklar 6rneklenen
hayvanlardaki yas araliklari, Ornekleme donemleri ve/veya uygulanan teshis
yontemlerinin duyarhliklarina baglh olarak farklilik gosterebilmektedir. Ayrica farkl
iilkelerdeki yetistirme sistemleri, hayvan hareketleri ve saglik uygulamalarindaki

degisiklikler de onemli bir etken olarak g6z 6niinde bulundurulmalidir.
5.1. BRSV Tespitine Yonelik Calismalarin Degerlendirilmesi

Tim diinyada ve Tiirkiye’de sigirlarm solunum sistemi enfeksiyonlarinda,
BRSV’in etkin bir rol oynadigi farkli teshis metotlar1 kullanilarak ortaya
konulmustur (Alkan ve ark., 2000; Falsey ve ark., 2002; Fulton ve ark., 2016;
Kimman ve ark., 1986; Oner ve Yesilbag, 2018; Roshtkhari ve ark., 2012; Valarcher
ve ark., 2000; Yavru ve ark., 2005; Yesilbag ve Giingor, 2008). Bu tez ¢calismasinda
Bursa ve komsu illerdeki solunum sistemi problemli 193 adet sigirdan saglanan 133
nazal svab ve 60 akciger dokusu 6rneginden MDBK hiicre kiiltiiriinde yapilan virus

izolasyonu c¢aligmalarinda BRSV saha izolati elde edilememistir.

Fulton ve ark. (2016), solunum sistemi problemli sigirlardan topladiklar:
toplam 121 nazal svab ve akciger doku drneginde PCR metodu ile BRSV varligini

saptarken, Orneklerden virus izolasyonu yapamamuslardir. Smith ve ark. (1975),
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klinik orneklerde BRSV izolasyonu ve karakterizasyonu amaciyla yaptigir bir
caligmada, 5 nazal svab 6rneginden 2’sinde CPE saptamistir. Bu 6rneklerden birinde
inokulasyon sonras1 5. giinde (1. pasaj) CPE belirlenirken, digerinin 5. pasaj
seviyesinde ve inokulasyonunun 12. giiniinde CPE olusturdugu tespit edilmistir.
Virus ¢ogalmasmin yavas olmasi nedeniyle BRSV i¢in virus izolasyon ¢aligsmalar1
zahmetlidir ve hiicre kiiltiiriinde CPE saptanmasi i¢in uzun pasajlama islemlerine tabi
tutulmast gerekmektedir. Ayrica izolasyon c¢alismalar1 virusun asir1 labil olmasi
nedeniyle ¢ogunlukla basarisiz olmaktadir (Smith ve ark., 1975; Kimman ve ark.,
1986). Bu durum, mevcut tez ¢alismasinda BRSV izolasyonunda basarisiz

olunmasini agiklar niteliktedir.

BRSYV izolasyonunun, farkl tespit yontemleri ile karsilastirmasmin yapildigi
bircok calisma bulunmaktadr. Kimman ve ark. (1986) tarafindan yapilan bir
calismada, solunum sistemi bulgular1 gosteren 32 adet buzaginin akciger lavaj
stvilart test edilmis ve 21 tanesi immunofloresan testi araciligiyla BRSV pozitif
olarak saptanmis, s6z konusu 21 Ornekten 17’sinde ise hiicre kiiltiiriindeki virus
izolasyonu g¢alismalar1 basarili sonu¢ vermistir. West ve ark. (1998) deneysel olarak
enfekte edilen sigirlarda BRSV tespiti i¢in ELISA ve RT-PCR yontemlerinin virus
izolasyonuna iyi bir alternatif ve olduk¢a duyarli oldugunu bildirmistir. Valarcher ve
ark. (1999) deneysel enfeksiyonlarda BRSV etkeninin enfeksiyon baslangicini
takiben virus izolasyonu yontemiyle 5. giine kadar, RT-PCR teknigi ile 13. giine
kadar tespit edilebildigini belirlemislerdir. Yine ayni c¢alismada 132 adet dogal
enfekte buzagi da test edilerek; RT-PCR yonteminin ELISA, indirekt
immunofloresan ve virus izolasyon yontemlerine goére daha duyarl oldugu ve en az
bu testler kadar 6zgiil oldugu tespit edilmistir. BRSV ile yakin antijenik iliski i¢cinde
olan HRSV etkeni icin teshis yontemlerinin karsilastirildigi bir calismada, akut
enfekte yetigkin bireylerde RT-PCR yonteminin virus izolasyonuna gore daha duyarl
oldugu ve en iyi tespit yontemi oldugu bildirilmistir (Falsey ve ark., 2002). Soz
konusu c¢aligmalar BRSV etkeni icin virus izolasyonun zorlugunu ve diger

yontemlere kiyasla daha az duyarli oldugunu gostermektedir.
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RT-PCR yontemi kullanilarak BRSV suslarini daha iyi smniflandirabilmek
icin, genetik ve antijenik heterojenite nedeniyle G proteini, niikleoprotein (N protein)
ve flizyon (F) proteini hedef olarak kullanilabilmektedir (Valarcher ve ark., 2000).
Almeida ve ark. (2005) tarafindan, F (B3 ve B4A primer ¢ifti) ve G (B7A ve B8
primer cifti) gen bdlgesine spesifik primerlerin kiyaslamasi yapilmis ve G genine
spesifik primerlerinin nested RT-PCR’daki duyarliligi 100 kat daha fazla olarak
bulunmustur. G (B7-B8), F (B1-B2) ve N (N4F-N4R; NNR) gen bdlgelerinin
karsilagtrmasmin yapildig1r baska bir ¢alismada, F ve N gen golgelerine spesifik
primerlerin G gen bdlgesine gore daha az duyarli oldugu ve HRSV etkeni ile ¢apraz
reaksiyon verdigi tespit edilmistir (Socha ve Rola, 2011). Ancak bu c¢alismada
(Socha ve Rola, 2011), F gen bolgesine spesifik olarak segilen primerler Vilcek ve
ark. (1994) tarafindan bildirilen nested RT-PCR’m birinci evre primeri (B1 ve
B2)’dir. S6z konusu primerlerin HRSV ile g¢apraz reaksiyon verdigi daha oncede
bildirilmis bir veridir (Vilcek ve ark., 1994).

Oberst ve ark. (1993a), F gen bolgesine spesifik primerler kullanarak RT-
PCR metodu ile BRSV ve kegilerin RSV etkenleri arasinda capraz reaksiyon
saptarken, BRSV F geni primerlerinin HRSV ve koyunlarm RSV genomunu tespit
etmedigini saptamustir. Farkli bir ¢alismada (Oberst ve ark., 1993b) yine F gen
bolgesine spesifik primer ¢iftinin BRSV’nin bircok susunu (Nedraska, Kuzey
Karolina, Kuzey ve Giiney Dakota, Colorado, Newyork) tespit etmesinin yani sira,
HRSV ile BRSV ayrimmi da basarili bir sekilde gergeklestirdigi belirlenmistir.
Eleraky ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, BRSV etkeninin F gen
bdlgesinin daha az degisken oldugu ve bu nedenle tanisal testlerin tasarimi i¢in daha
uygun bir hedef olacagi degerlendirilmektedir. Bu bilgiler géz oniine alinarak tez
calismasinda BRSV teshisi i¢in Tablo 2°de ayrintilar1 verilen ve F gen bolgesine

spesifik olan primerler kullanilarak nested RT-PCR metodu uygulanmstur.

Bu tez calismasinda toplamda 193 adet nazal svab ve akciger dokusu
ornegine uygulanan nested RT-PCR metodu sonucuna gore orneklerin %2,59’unda

(n=5; 2 nazal svab ve 3 akciger 6rnegi) BRSV varligi tespit edilmistir.

BRSV-F genine spesifik primerler kullanilarak yapilan RT-PCR metodu
araciligiyla bircok ililkede BRSV’nin molekiiler olarak varligi saptanmustir. Cek
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Cumhuriyeti’nde yapilan bir calismada iki farkli siiriiden farkli zamanlarda test
edilen toplam 14 adet nazal svab 6rneginin tiimii RT-PCR’da BRSV ydniinden
pozitif bulunmustur (Valentova ve ark., 2003). Vilcek ve ark. (1994) tarafindan
Isveg’te yapilan bir calismada, hem F geni hem de G gen bolgesi primerleri ile 35
adet nazal svab ornegi test edilmis ve drneklerin %89’u (n=31) her iki primer ¢iftiyle
de pozitif olarak saptanmistir. Danimarka’daki sigirlarda yapilan bir ¢caligmada 135
adet akciger dokusu 6rnegi BRSV varligini tespit etmek amaciyla antijen-ELISA
yontemiyle test edilmis ve %17,04’ti(n=23) pozitif bulunmustur. Ayn1 érnekler RT-
PCR metoduyla da taranmis ve ELISA’da pozitif bulunan 23 6rnege ek olarak 10
ornek daha (%24; n=33) pozitif olarak saptanmistir (Larsen ve ark., 1999). Soz
konusu ¢aligmalar ile sunulan tez calismasi sonuglar1 karsilastirildiginda, mevcut

calismada saptanan BRSV prevalansmin diisiik oldugu goriilmektedir.

O’Neill ve ark. (2014) tarafindan Irlanda’da yiiriitiilen bir ¢calismada, 2008-
2012 yillar1 arasindaki solunum sistemi salgini vakalarinda 1364 nazal svab 6rnegi,
RT-PCR (F geni) metodu ile incelenmis ve orneklerin %11,6’sinda BRSV niikleik
asiti tespit edilmistir. Siiriilerde respiratorik hastaliklarin etiyolojisinin arastirildigi
bir calismada 40 farkl siiriideki buzagilardan toplamda 396 trakeabronsial lavaj
ornegi toplanmis ve orneklerin %9’u (n=34) nested RT-PCR’la BRSV pozitif olarak
saptanmistir (Autio ve ark., 2007). Solunum sistemi tedavisinin baglangic
asamasinda olan sigirlardan toplanan 114 nazal svab ve 7 akciger doku 6rnegi olmak
iizere toplam 121 6rnekte BRSV prevalanst %8,3 (n=10; 9 nazal svab ve 1 akciger
ornegi) olarak belirlenmistir (Fulton ve ark., 2016). Avustralya’dan Orta Asya ve
Rusya’ya ihrag edilen 1484 sigirin nazal svab orneklerine uygulanan kantitatif RT-
PCR sonucunda, %1,2’sinde BRSV niikleik asiti varlig1 tespit edilmistir (Moore ve
ark., 2015). Tiirkiye’de yapilan bir molekiiler c¢alismada, Erzurum bdlgesinde
toplanan 155 o6rnegin (127 nazal svab ve 28 akciger dokusu) %1,29’unda (n=2)
BRSV varlig1 saptanmistir (Timurkan ve ark., 2016). Tirkiye’nin bir¢ok farkl
ilinden toplanan 95 nazal svab Orneginin direkt immunofloresan teknigiyle BRSV
varlig1 yoniinden test edildigi bir ¢alismada (Alkan ve ark., 2000) ise, O6rneklerin
%2,15’inde (n=2) pozitiflik bildirilmistir. Tiirkiye’de yapilan bu ¢aligmalarda elde

edilen veriler, tez galismasinin verileriyle daha yakin degere sahiptir.
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Tez g¢alismas1 kapsaminda elde edilen DO-7, ET-63 ve ET-124 kodlu
dizinlerin filogenetik analizleri sonucunda tamaminin ayni dalda (cluster) yer aldigi
belirlenmistir. Ayrica daha once Timurkan ve ark. (2016) tarafindan Erzurum ilinde
bildirilmis dizinle yakin oldugu gorilmistir (Sekil 8). Elde edilen dizinlerin
niikleotid BLAST veri tabaninda incelenmesi sonucunda (Tablo 11) daha 6nce veri
girisi yapilmis Tiirkiye diziniyle %98-99 oraninda benzerlik gostermesi iilkemizde
sahada sirkiile olan BRSV etkenlerinin birbirine yakm oldugunu destekler

niteliktedir.

5.2. BPIV-3 Tespitine Yonelik Cahismalarin Degerlendirilmesi

Sigir solunum sistemi enfeksiyonlarinda BPIV-3’lin etkin olarak rol aldigi
bilinmektedir (Autio ve ark., 2007; Fulton ve ark., 2016; Moore ve ark., 2015;
O’Neill ve ark., 2014; Thanthrige-Don ve ark., 2018). Son yillarda tiim diinyada
BPIV-3’lin molekiiler teshis yontemleriyle tespiti ve genotipik siniflandirmasinin
yapildig1 ¢alismalar 6nem kazanmaktadir (Horwood ve ark., 2008; Ohkura ve ark.,
2013; Wen ve ark., 2012; Zhu ve ark., 2011). Tirkiye’deki parainfluenza-3 virus
enfeksiyonlarinin varligi seroprevalans ¢alismalariyla (Alkan ve ark., 1997; Cabalar
ve Can Sahna, 2000; Okur ve ark., 2007; Oner ve Yesilbag, 2018; Yavru ve ark.,
2005; Yesilbag ve Giingor, 2008; Yildirim ve Burgu, 2005), immunofloresan teknigi
araciligiyla virolojik olarak (Alkan ve ark., 2000) ve histopatolojik olarak (Ceribas1
ve ark., 2012; Yener ve ark., 2005; Yiizbasigil 2010) ortaya konulmustur.

BPIV-3 i¢in gelistirilen RT-PCR yontemlerinde kullanilan primerler
genellikle virusun korunmus gen bdlgelerine spesifik olarak tasarlanmaktadir.
Monoklonal antikorlar kullanilarak insan (HPIV-3) ve sigir parainfluenza-3 viruslari
arasindaki antijenik farklarin arastirildigi bir ¢calismada, HN proteinin 5 epitopunda
farklilik goriilirken, F ve N proteinlerinin ise birer epitopunda antijenik farklilik
saptanmustir (Klippmark ve ark., 1990). Vaucher ve ark. (2008), HN proteinine
spesifik primerler kullanarak RT-PCR metoduyla 3 adet Brazilya izolati ve SF-4
susunu basaril bir sekilde tespit etmis ve primerlerin HPIV-3 ile ¢apraz reaksiyon
vermedigini gostermistir. Bu nedenle BPIV-3’tin RT-PCR araciligtyla tespiti i¢in
korunmus gen bolgelerinden biri olan HN proteinine spesifik primerler tercih

edilmektedir.
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Bu tez ¢aligmasinda 133 nazal svab ve 60 akciger dokusu 6rnegi olmak iizere
toplamda 193 6rnek, Tablo 3’te ayrintilar1 verilen HN gen bdlgesine spesifik primer
cifti kullanilarak RT-PCR protokoliine tabi tutulmus ve 6rneklerin %0,52’si (1 nazal
svab) pozitif olarak saptanmistir. S6z konusu 6rnekten MDBK hiicre hattinda yapilan
virus izolasyonu galismasiyla viral izolat elde edilmistir (Resim 2). Ayrica virus
identifikasyonu i¢in yapilan hemadsorbsiyon testinde de pozitif sonug¢ saptanmistir
(Resim 4).

BPIV-3 enfeksiyonunun laboratuvar teshisinde klasik olarak hiicre kiiltiiriinde
virus izolasyonu yontemi uygulanmaktadir. Virus tipik olarak sinsityum olusumu,
lizis ve sitoplazmik inkliizyon olusumu ile karakterize sitopatolojik etkiler gostererek
iremektedir  (Waner, 1999).  Virus  identifikasyonunun  dogrulanmasi
hemagliitinasyon (Minnich ve Ray, 1987) veya immunofloresan testleri (McFerran
ve McNulty, 1981) ile de yapilabilmektedir. Indirekt floresan antikor ve
hemadsorbsiyon testinin karsilastirildigi bir ¢alismada, sigir embriyonik akciger
(BEL) hiicre kiiltiiriine inokulasyonu takiben 16. saatten itibaren hiicre ylizeyine
yerlesen antijenlerin her iki testle de tespit edildigi ve testlerin birbirine yakin
sonuglar verdigi gosterilmistir (Toth ve Jankura, 1990). Thonur ve ark. (2012)
tarafindan yapilan bir ¢calismada nazal svab, bronkoalveolar lavaj ve akciger doku
orneklerinde BPIV-3 varliginin tespiti i¢in one-step multipleks real time RT-PCR
sonuglarmin, indirekt immunofloresan teknigi ve virus izolasyonuna kiyasla daha

duyarl oldugu tespit edilmistir.

Maidana ve ark. (2012), Arjantin’deki asya mandalarindan (Bubalus bubalis)
toplanan 12 nazal svab Orneginde, M proteinini kodlayan gen bdlgesine spesifik
primerler aracigiyla yaptigt RT-PCR sonucunda 1 Ornekte (%S8,3) pozitiflik
saptamistir. Ayrica MDBK hiicre kiiltiirlinde yapilan virus izolasyonu sonucunda
orneklerin ikinci pasajinin {ligiincli gliniinde ilk sitopatolojik etkileri tespit etmislerdir.
Sobhy ve ark. (2017) tarafindan Misir’daki sigirlar iizerinde yiiriitiilen bir ¢calismada
12 adet sporadik vakadan elde edilen nazal svab Orneklerinin 8’inde (%66,7) hem
MDBK hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonu yapilmis, hem de one-step RT-PCR
araciligryla BPIV-3 niikleik asiti varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen

veriler, daha Once yapilan caligmalar ile karsilastirildiginda prevalans degerleri
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arasinda farklilik olsa da, RT-PCR ile pozitif saptanan Orneklerden virus

izolasyonunda basarili sonuglar alinmasi agisindan benzerlik gostermektedir.

Kanada’da sigir solunum ve sindirim sistemi viruslarmin es zamanli olarak
arastirtlmasini amaglayan bir ¢alismada, 12 nazal svab ve 2 akciger dokusu olmak
iizere toplam 14 O6rnegin %21’inde (n=3) M proteini spesifik primerlerle BPIV-3
varlig1 tespit edilmistir (Thanthrige-Don ve ark., 2018). Irlanda’da solunum sistemi
salgini vakalarinda toplanan 1364 nazal svab 6rneginin real time RT-PCR metoduyla
incelenmesi sonucunda %7’sinde BPIV-3 pozitifligi saptanmistir (O’Neill ve ark.,
2014). Autio ve ark. (2007), siiriilerde respiratorik hastaliklarin etiyolojisini
arastirmak i¢in 40 farkl siirliden toplamda 396 trakeabronsial lavaj 6rnegi toplamis
ve orneklerin yaklasik %4 iini (n=15) BPIV-3 niikleik asidi agisindan pozitif olarak
belirlemistir. Thonur ve ark. (2012) tarafindan, 2009-2012 yillar1 arasinda toplanan
orneklerde, one-step multipleks real time RT-PCR metodu uygulanarak 136 nazal
svab Orneginin 4’tinde (%2,94), 106 akciger Orneginin 7’sinde (%6,60) ve 19
bronkoalveolar lavaj orneginin 2’sinde (%10,53) BPIV-3 varlig1 tespit edilmistir.
BPIV-3 prevalansi agisindan s6z konusu ¢aligmalar sonucunda elde edilen verilerin,
tez ¢alismasi sonuglarma kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Timurkan ve
ark. (2016) tarafindan Erzurum’da yiriitiilen bir ¢alismada, 155 6rnek (127 nazal
svab ve 28 akciger doku 6rnegi) BPIV-3 yoniinden RT-PCR yontemiyle incelenmis
ve 3’linde (%1,93) pozitiflik belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler
ve Timurkan ve ark. (2016)’in verileri birlikte ele alindiginda BPIV-3 prevalans

sonuclarinin birbirine yakin oldugu degerlendirilmektedir.

Moore ve ark. (2015) tarafindan Avustralya’dan ihra¢ edilen 1484 adet sigir,
solunum sistemi etkenleri agisindan kantitatif RT-PCR’la taranmustir. Test
sonucunda BPIV-3 (M proteini) etkeninin nazal 6rneklerdeki prevalansi %1,4 olarak
saptanmistir. Fulton ve ark. (2016) solunum sistemi tedavisinin baglangi¢c asamasinda
olan sigirlardan 114 nazal ve 7 akciger o6rnegi toplamis ve BPIV-3’lin F geni spesifik
primerleri araciligiyla yaptigt RT-PCR sonucunda yalnizca 1 adet nazal svab
ornegini  (%0,82) pozitif olarak saptamistir. Tez ¢alismast kapsaminda

degerlendirilen nazal svab ve akciger dokusu Orneklerinden yalnizca 1 adet nazal
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svab 0rneginde pozitiflik saptanmasina karsin, akciger dokus Orneklerinde BPIV-3

tespit edilememesi, Fulton ve ark. (2016)’1n ¢calismasi ile benzerlik gostermektedir.

Guniimiizde BPIV-3’iin BPIV-3a, BPIV-3b ve BPIV-3c olmak iizere ii¢ farkl
genotipi tanimlanmistir. BPIV-3a suslari, ilk olarak Kuzey Amerika’da (Bailly ve
ark., 2000; Qian ve ark., 2009; Reisinger ve ark., 1959) daha sonra Cin (Wen ve ark.,
2012), Japonya (Ohkura ve ark., 2013) ve Misir’da (Sobhy ve ark., 2017)
bildirilmistir. BPIV-3b, ilk olarak Avustralya’da tespit edilmistir (Horwood ve ark.,
2008). BPIV-3c’nin izolasyonu ise ilk olarak Cin’de (Zhu ve ark., 2011) daha sonra
Giliney Kore (Oem ve ark., 2013) ve Japonya’da (Konishi ve ark., 2014) yapilmistir.
Ayrica Maidana ve ark. (2012) tarafindan Arjantin’deki Asya mandalarinda (Bubalus
bubalis) yapilan bir ¢alismada, BPIV-3’iin ti¢ genotipi de rapor edilmistir. Neill ve
ark. (2015) tarafindan yapilan bir c¢alismada ise, ABD’de yalnizca BPIV-3a
genotipinin degil, BPIV-3b ve 3c genotiplerinin de sirkiilasyonda oldugu tespit

edilmistir.

Zhu ve ark. (2011) tarafinda Cin’de gergeklestirilen calismada sigirlardan 63
adet nazal svab toplanmig ve HN proteinine spesifik BPIV-3 primerleri araciligiyla
%6,35’inde (n=4) viral niikleik asit varlig1 tespit edilmistir. Wen ve ark. (2012), 100
adet nazal svab Orneginde HN spesifik primerleri kullanarak yaptigi RT-PCR
sonucunda bir adet 6rnekte BPIV-3 varligi saptamistir. Bu iki ¢alisma sonucunda
Cin’de BPIV-3’iin iki farkli genotipinin (genotip A ve C) sirkiilasyonda oldugu

gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda elde edilen ET-81 numarali izolatin filogenetik analizi
sonucunda Japonya ve Cin izolatlar1 ile yakin iligkili oldugu ve BPIV-3c genotipinde
yer aldig1 saptanmustir (Sekil 9). Tiirkiye’de saha 6rneklerinde BPIV-3 viral niikleik
asiti tespiti Timurkan ve ark. (2016) ve Albayrak ve ark. (2018) olmak iizere iki
farkl arastirma grubu tarafindan bildirilmistir. Her iki caligmanin verileri bu tez
calismast ile benzerlik gostermekte ve Tirkiye’de BPIV-3c genotipinin

sirkiilasyonda oldugunu desteklemektedir.
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5.3. Pestivirus Tespitine Yonelik Calismalarin Degerlendirilmesi

BVDV, sigirlarda akut enfeksiyon yani sira persiste enfeksiyon ve mukoza
hastalig1 gibi dnemli problemlere neden olan bir etkendir. BVDV pndymopatojenik
bir etkendir ve immunsupresyon olusturma 6zelliginden dolay1 sigirlarda solunum
sistemi enfeksiyonlarmin siddetinin artmasina neden olmaktadir (Hay ve ark., 2016;
Potgieter ve ark., 1995). Tiirkiye’de BVDV enfeksiyonlarinin durumu serolojik ve
virolojik olarak bir¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur (Alkan ve ark., 1997; Alkan
ve ark., 2000; Alpay ve ark., 2014; Aslan ve ark., 2015; Burgu ve ark., 1999; Burgu
ve ark., 2003; Okur ve ark., 2007; Oner ve Yesilbag, 2018; Ozgiinliikk ve Yildirim,
2017; Ozkul ve ark., 2002; Tan ve ark., 2006; Tuncer-Goktuna ve ark., 2016;
Tuncer-Goktuna ve Yesilbag, 2017; Yavru ve ark., 2005; Yesilbag ve Giingor,
2008). Ayrica iilkemizde BVDV’nin solunum sistemi enfeksiyonlarindaki roliine
iliskin bircok arastrma da bulunmaktadrr (Alkan ve ark., 2000; Ozkaraca ve

Timurkan, 2016; Yesilbag ve ark., 2014).

Tez calismasi kapsaminda solunum sistemi enfeksiyonu bulgularina sahip
toplam 193 sigira ait nazal svab ve akciger doku 6rneklerine BVDV antijen ELISA,
panpestivirus RT-PCR, virus izolasyonu ve immunoperoksidaz testleri
uygulanmistir. Yapilan testler sonucunda 10 6rnek BVDV antijen ELISA pozitif, 5
ornek RT-PCR pozitif ve 2 6rnek virus izolasyonunda pozitif olarak tespit edilmistir.
Genel olarak degerlendirildiginde ise, toplam 13 (%6,74; 13/193) 6rnek (5 nazal svab
ve 8 akciger 6rnegi) en az bir tespit yontemiyle BVDV pozitif olarak belirlenmistir.
Ayrica BVDV’ye iliskin verilerle tez ¢alismasi kapsaminda taranan diger viruslara
iliskin veriler arasinda anlamli diizeyde istatistiksel fark saptanmasi (P<0,05),
sigirlarda solunum sistemi enfeksiyonuna sebep olan etkenler arasinda BVDV’nin

onemli bir yer tuttugunu gdstermektedir.

BVDV’nin tespitinde kullanilan yontemlerin birbirlerine gore duyarliligi ve
Ozgilliigiinii karsilastiran bir¢ok c¢alisma mevcuttur. BVDV tespiti igin virus
izolasyonunu “altin standart” olarak bildiren ¢aligmalar (Saliki ve Dubovi, 2004)
olmasina ragmen, giiniimiizde RT-PCR kullaniminin yaygmlasmasi ve daha ucuz, az
zahmetli, hizl1 ve giivenilir sonuglar vermesi nedeniyle molekiiler yontemler daha

cok tercih edilmeye baglanmistir. Sigir kan Orneklerinde BVDV varligmi tespit
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etmek icin virus izolasyonu ve PCR metotlarinin kiyaslandigi ¢aligmalarda paralel ya
da PCR metodunun daha duyarli olduguna yonelik sonuglar elde edilmistir (Deregt
ve ark., 2002; Laamanen ve ark., 1997; Ozkul ve ark., 2002; Renshaw ve ark., 2000).
Deri ve kan serumu Orneklerinde BVDV tespiti igin yapilan karsilagtirmali bir
calismada immunohistokimya, iki farkli ticari antijen ELISA Kiti ve real time RT-
PCR birbiriyle paralel sonuglar verdigi bildirilmistir (Hilbe ve ark., 2007). RT-PCR,
ELISA ve immunoperoksidaz yontemlerinin karsilastirildigi bagka bir ¢alismada ise,
169 Kklinik ornekten RT-PCR yontemiyle 42°si, ELISA yontemiyle 32°si ve
immunoperoksidaz yontemiyle de 20’si BVDV pozitif olarak bulunmustur (Horner
ve ark., 1995). Farkli teshis materyallerinin (serum, tam kan, deri) farkli test
yontemleriyle karsilastirilmali olarak incelendigi bir arastirmada, serum orneklerinde
ELISA’nin virus izolasyonu ve RT-PCR metodundan; tam kan orneklerinde RT-
PCR’m  virus izolasyonundan; deri  Orneklerinde ise  ELISA’nin
immunohistokimyasal tespit yonteminden daha duyarli oldugu bildirilmistir
(Edmondson ve ark., 2007). VanderLey ve ark. (2011) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada, persiste enfekte hayvanlarda BVDV’nin tespitinde kulak centigi, nazal
svab ve kuyruk derisi biyopsi orneklerinin serum, goz, agiz, rektal ve vajinal svab
orneklerine kiyasla daha giivenli ve duyarli sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu
durum, BVDV tespiti i¢cin kullanilan yontemler yani sira kullanilan test
materyallerinin de sonuglar1 etkileyebilecegini gostermektedir. Tez ¢alismasi
kapsaminda uygulanan BVDV teshis metotlar1 araciligiyla svab 6rneklerine kiyasla
akciger doku orneklerinde daha yiiksek virus varligi tespit edilsede, alinan svab ve
doku oOrneklerinin ayni hayvandan olmamasi nedeniyle kesin bir degerlendirme

yapilamayacagi diistiniilmektedir.

Tuncer-Goktuna ve Yesilbag (2017) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 246
adet klinik 6rnekten (11 serum, 100 nazal svab, 19 okuler svab, 39 akciger 6rnegi ve
77 abort materyali) ELISA yontemiyle 70’i, immunoperoksidaz yontemiyle 28’si,
RT-PCR yontemiyle de 19’u BVDV pozitif olarak saptanmistir. Bu tez ¢caligmasinda
ise 193 ornegin (133 nazal svab ve 60 akciger ornegi) 10’u ELISA, 5’1 RT-PCR ve
2’1 de immunoperoksidaz yontemleriyle BVDV pozitif olarak tespit edilmigtir. Test
sonuglarindaki bu farkliliklarin nedeni; Orneklerdeki olasi virus inhibitorlerinin

varhgma ve RNase aktivitelerine bagli olabilmektedir (Ozkul ve ark., 2002).
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Birbirleriyle paralel olmayan sonuglarin bir baska nedeni de, secilen primerlerle
iligkili olabilmektedir. Pestiviruslarm 5’UTR boélgesinin  korunmus niikleotid
sekanslarma sahip olmasi nedeniyle spesifik primer se¢imi i¢in ideal bolgeler oldugu
bildirilmektedir (Sandvik, 1999). Ancak tek bir baz degisiminin bile PCR
protokoliinde primerin baglanma basarisini etkileyebilme ihtimalinin olmast ve bu

nedenle yeni varyantlarin tespit edilememesi olasilig1 da géz ardi edilmemelidir.

Antijen ELISA yontemi araciligiyla solunum sistemi bulgularma sahip
sigirlarda BVDV varligmin tespiti i¢in Fulton ve ark. (2000b) monolayer-ELISA
yontemini kullanmis ve ABD’de yiiriitiilen ¢alismada solunum sistemi problemli
sigira ait 16 adet akciger doku orneginden 2’sinde (%12,5) antijen varligini tespit
etmislerdir. Tiirkiye’de sigir akciger dokularinda direkt ELISA yontemi araciligiyla
solunum sistemi viral antijenlerinin arastirildig1 bir ¢aligmada ise, BVDV antijeni
saptanamamustir (Avci ve ark., 2014). Bu tez ¢alismasinda uygulanan BVDV antijen
ELISA sonucunda, 193 klinik ve nekropsi 6rneginin %5,18’i (n=10; 2 nazal svab

ornegi ve 8 akciger 6rnegi) antijen pozitif olarak belirlenmistir.

BVDV’nin solunum sistemi problemine sahip sigirlardaki prevalansini
arastirmak i¢in RT-PCR yontemi tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Thanthrige ve ark. (2018) Kanada’da yiiriittiigli bir calismada, toplam 14 nazal svab
ve akciger doku 6rneginin 8’inde 5’UTR gen bolgesine spesifik primerler araciligyla
BVDV niikleik asit varligini tespit etmistir. Fulton ve ark. (2016), ABD’de solunum
sistemi problemine sahip ve tedavi baslangicinda olan sigirlardan toplanan 114 nazal
svabtan 6’smi (%5,26) ve 7 akciger drneginden 3 linii (%42,85) NS5B gen bolgesine
spesifik primerler kullanarak BVDV pozitif olarak saptamustir. O’Neill ve ark.
(2014), Kanada’da 3 aylik yastan kiiciik buzagilardan topladigi 1364 burun svab1
orneginde BVDV prevalansii %5 olarak bildirmistir. Moore ve ark. (2015)
tarafindan Avustralya’dan canli ihra¢ edilen sigirlarda solunum sistemi viruslarinin
arastirildigr bir ¢aligmada, RT-PCR araciligiyla 1484 nazal svab 6rneginde BVDV
prevalansi diger viral etkenlere kiyasla daha yiiksek oranda (%3) bildirilmistir. Bu
tez caligmasinda ise panpestivirus RT-PCR sonucunda, 193 adet 6rnegin %2,59’unda
(n=5; 4 nazal svab Ornegi ve 1 akciger Ornegi) viral niikleik asit varligi tespit

edilmistir. Bu veriler 15181inda solunum sistemi bulgularina sahip sigirlarda nazal svab
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ve akciger doku orneklerinin test edilmesinde, RT-PCR ydnteminin hizli sonug veren

bir yontem olarak kullanilabilecegi degerlendirilmektedir.

BVDV’nin tespitinde kullanilan virus izolasyonu ve sonrasinda uygulanan
boyama yontemleri, 6zellikle sitopatojen ve non-sitopatojen biyotiplerin ayriminin
yapilmasi i¢in altin standart olan bir uygulamadir. Bir¢ok ¢alismada solunum sistemi
problemli sigirlarda non-sitopatojen BVDV biyotiplerinin, sitopatojen biyotiplere
kiyasla daha yiiksek oranda tespit edildigi bildirilirken (Fulton ve ark., 2000a; Fulton
ve ark., 2005b; Pogranichniy ve ark., 2011); nazal svab Orneklerinde sitopatojen
biyotiplerin daha ¢ok izole edildigi baz1 ¢alismalar da mevcuttur (Aly ve ark., 2003).
Tez ¢alismasinda BVDYV izolat1 elde etmek amaciyla uygulanan virus izolasyonu ve
immunoperoksidaz testleri sonucunda sitopatojen BVDV biyotipi saptanamazken, 2
(%1,04) ornekte (1 nazal svab 6rnegi ve 1 akciger 6rnegi) non-sitopatojen biyotipte
BVDV izolat1 elde edilmistir.

Tez calismasinin BVDYV tespitine yonelik verileri degerlendirildiginde, virus
izolasyonu, ELISA ve RT-PCR yontemleri arasinda uyumsuzluk dikkat ¢gekmektedir
(Tablo 8 ve Tablo 9). ELISA ve RT-PCR yontemleri arasindaki uyumsuzlugun
nedeni, doku Orneklerinde RNase aktivitesinin yiiksek olmasi ve bunun sonucunda
RNA’nin degrade olmasindan kaynaklanabilmektedir. ELISA ve RT-PCR
yontemleriyle daha yiiksek oranda pozitiflik saptanmasi ise orneklerde var olan
BVDV etkeninin inaktif olabilecegini ve bu nedenle hiicrede ilireme yetenegini
kaybettigini diistindiirmektedir. Her ii¢ testte pozitif oldugu belirlenen 2 6rnegin ise,

daha yiiksek miktarda enfektif virion i¢erdigi degerlendirilebilir.

Bu veriler 1s1ginda, bu calismada solunum sistemi problemli sigirlarda
BVDV’nin tespitinde molekiiler yontemler yani swra, antijen-ELISA ve
immunoperoksidaz tekniginin kullanim1 daha basarili sonuglar alinmasini
saglayabileceginden, enfeksiyon teshisinde s6z konusu tekniklerin birlikte

kullanilmas1 onerilmektedir.

Solunum sistemi problemli sigirlardan toplanan nazal svab ve akciger
orneklerinde BVDV-1 genotipinin BVDV-2 genotipine oranla daha ¢ok goriildiigii

Fulton ve ark. (2000b) tarafindan bildirilmistir. Diinya genelinde solunum sisteminde
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tespit edilen BVDV alt genotiplerine bakildiginda ise ABD, Hindistan, Arjantin ve
Giliney Amerika’da BVDV-1b alt grubunun, Afrika’da ise BVDV-1d alt grubunun
dominant olarak saptandigi tespit edilmistir (Baule, 1997; Fulton ve ark., 2002;
Obando ve ark., 1999; Pecora ve ark., 2014; Pogranichniy ve ark., 2011). Tiirkiye’de
Yesilbag ve ark. (2014) tarafindan yiriitiilen bir arastirmada, hemorajik enteritis ve
siddetli pnomoni salgmindan elde edilen 4 izolatin 1’1 BVDV-1l alt grubunda yer
alirken, 3’liniin BVDV-1r olarak adlandirilan yeni bir grup olusturdugu bildirilmistir.
Bu tez calismasinda, pestivirus 5S’UTR gen bdlgesine spesifik primerler araciligiyla
pozitif olarak saptanan 5 ornekten elde edilen dizinlerden 3’tine (DO-48, ET-64 ve
ET-94) dizi analizi uygulanmistir. Filogenetik analizler sonucunda DO- 48 kodlu
dizinin BVDV-1f, ET-64 kodlu dizinin BVDV-1a ve ET-94 kodlu dizinin BVDV-1I
alt grubunda yer aldigi saptanmustir (Sekil 10). S6z konusu BVDV-1 alt gruplarinin
daha once tlilkemizde saptanan alt gruplarla benzer oldugu goriilmektedir (Oguzoglu
ve ark., 2012; Sarikaya ve ark., 2012; Yesilbag ve ark., 2008; Yesilbag ve ark.,
2014).

5.4. BOHV-1 Tespitine Yonelik Cahismalarin Degerlendirilmesi

BoHV-1, primer enfeksiyonu takiben sensorik ganglionlara yerleserek latent
hale gecer ve hayvanlarin yasami boyunca seropozitif kalmasina sebep olur. Akut
BoHV-1 enfeksiyonunun tespit edilme sansmin diisiik olmasi nedeniyle, BoHV-1
teshisinde serolojik yontemlerden daha ¢ok yararlanilmaktadir (OIE, 2017). IBR,
Tirkiye’de ilk kez 1987 yilinda Burgu ve Akca (1987) tarafindan bir sigirdan alinan
nazal svab 6rneginden izole edilmistir. Takip eden yillarda BoHV-1’in Tiirkiye’deki
varlig1 birgok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur (Alkan ve ark., 1997; Bilge,
1996; Cabalar ve Can Sahna, 2000; Gencay ve ark., 2009; Okur ve ark., 2007; Oner
ve Yesilbag, 2018; Tuncer-Goktuna ve ark., 2016; Yavru ve ark., 2005; Yesilbag ve
Glingor, 2008; Yildirim ve Burgu, 2005).

Tez ¢aliymasinda, sigirlardan toplanan 133 nazal svab ve 60 akciger drnegi
olmak tizere toplam 193 Ornek, BoHV-1 varligmi tespit etmek amaciyla virus
izolasyonu, antijen ELISA ve PCR yoOntemleriyle incelenmistir. Bu dogrultuda
MDBK hiicre hattinda yapilan virus izolasyonugalismasi sonucunda saha izolati elde

edilemezken; antijen ELISA ile de viral antijen varlig1 tespit edilememistir.
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Viral niikleik asit varligini tespit amaciyla yapilan PCR uygulamasi sonrasinda

toplam 193 6rnegin %1,04°1 (2 nazal svab 6rnegi) pozitif olarak saptanmaistir.

Collins ve ark. (1985) tarafindan nazal svab 6rneklerinde BoHV-1’in antijen
varligin1 tespit etmek amaciyla gelistirilen ELISA yontemiyle, deneysel olarak
enfekte edilmis 129 sigirdan toplanan nazal svab orneklerinin 100’tGinde virus
izolasyonu sirasinda sitopatolojik etki goriiliirken; 67’sinin antijen ELISA ile pozitif
olarak saptandigi belirtilmistir. Calisma sonucunda ELISA’nin virus izolasyonu ile
kombine olarak kullanilmas1 gerektigini ve yiiksek oranda virus igeren Orneklerin
ELISA araciligryla daha basarili olarak tespit edilebilecegi bildirilmistir. Iscan
(2010) tarafindan yapilan bir calismada, BoHV-1’in Iskilip (Corum) ydresinde
prevalans ve seroprevalansmin belirlenmesi icin 250 hayvandan toplanan nazal svab
orneklerinde antijen-ELISA ile prevalans %0,8 olarak bulunurken; kan serumu
orneklerinde antikor-ELISA ile seroprevalans %21,1 olarak saptanmistir. Bu durum
orneklenen hayvanlarda akut enfeksiyonun yaygin olmadigini ya da antijen-
ELISA’nin diger tespit yontemlerine (virus izolasyonu ve PCR) oranla diisiik
duyarhlik ve 6zgiilliige sahip olabilecegini gostermektedir. Bu tez calismasinda, 2
nazal svab 6rnegi BoHV-1 yoniinden PCR’da pozitif tespit edilirken; antijen-
ELISA’da negatif bulunmasi BoHV-1 antijen-ELISA tekniginin PCR teknigine

oranla daha diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olabilecegini destekler niteliktedir.

BoHV-1 tespitinde virus izolasyonu ve PCR yontemlerinin birbirleriyle
uyumlu veya PCR’m daha duyarli oldugunu gosteren bir¢ok c¢alisma mevcuttur
(Chandranaik ve ark., 2010; EIl-Kholy, 2005; Fulton ve ark., 2016; Peshev ve
Christova, 2010; Rola ve ark., 2005; Santurde ve ark., 1996; Thonur ve ark., 2012;
Xia ve ark., 1995). Peshev ve Christova (2010), farkli yillarda izole edilmis toplam
16 solunum ve genital sistem izolatini, BoOHV-1"in ii¢ farkli gen bdlgesine (gB, gC ve
gE gen bdlgeleri) spesifik primerler araciligiyla PCR metoduyla test etmis ve tiim
izolatlar pozitif olarak saptanmistir. EI-Kholy (2005) tarafindan Misir’da yiiriitiilen
bir ¢aligmada 43 nazal svab Orneginin 11’1 gB gen golgesine spesifik primerler
araciligiyla PCR pozitif bulunurken, 10’unda virus izolasyonu sonucu sitopatolojik
etkiler saptanmustir. Virus izolasyonu, PCR ve nested-PCR’in karsilastirildigi bir

calismada, 25 nazal svab drneginden 1’inde sitopatolojik etki saptanirken, 11’1 PCR
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pozitif ve 20’si nested-PCR pozitif olarak saptanmig ve PCR yontemi virus
izolasyonuna kiyasla daha duyarli bulunmustur (Rola ve ark., 2005). Mevcut tez
caligmasinda virus izolasyonu araciligiyla BoHV-1 izolat1 elde edilemezken, PCR
metoduyla 2 nazal svab 6rneginde pozitiflik saptanmast PCR’in daha duyarl oldugu

yoniindeki verileri desteklemektedir.

PCR metodu, sigir solunum sistemi enfeksiyonlarinda BoHV-1 tespiti i¢in
tim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Hindistan’da IBR klinik bulgular1
gosteren 22 sigirdan toplanan nazal svab Orneklerinin %63,6’s1 (n=14) PCR’da
BoHV-1 pozitif olarak saptanmistir (Chandranaik ve ark., 2010). Bagdat’ta
seropozitif oldugu tespit edilen 18 adet sigirdan toplanan nazal svab Orneginden
%55,5’1 (n=10) gB gen golgesine spesifik primerler kullanilarak gerceklestirilen
PCR sonucunda BoHV-1 pozitif olarak belirlenmistir (Nezzal ve ark., 2017).
Thanthrige ve ark. (2018) tarafindan Kanada’da solunum sistemi viruslarinin es
zamanli olarak tespiti amaciyla gelistirilen one step RT-PCR metodu ile toplamda 14
nazal svab ve akciger drneginin 7°sinde BoHV-1 pozitifligi saptanmustir. iskogya’da
2009-2012 yillar1 arasinda toplanan orneklerde, one-step multipleks real time RT-
PCR metodu uygulanarak 136 nazal svab 6rneginin 27’sinde (%19,85), 106 akciger
doku Orneginin 5’inde (%4,72) ve 19 bronkoalveolar lavaj Orneginin 4’iinde
(%21,05) BoHV-1 varlig: tespit edilmistir (Thonur ve ark., 2012). Hindistan’da 65
sigirdan alinan nazal svab Orneklerinden 10’unda BoHV-1 izolati elde edilmis ve
bunlar PCR aracigiyla da dogrulanmistir (Patil ve ark., 2016). Solunum sistemi
viruslarmin varligini tespit etmek i¢in yapilan benzer ¢alismalarda BoHV-1’in PCR
metodu aracihifiyla prevalansi Irlanda’da %6,1 (O’Neill ve ark., 2014),
Avustralya’da %1.0 (Moore ve ark., 2015) olarak tespit edilmistir. Tiirkiye’de ise
Aslan ve ark. (2015) tarafindan, BoHV-1 seropozitif olarak saptanan 254 sigirdan
toplanan tam kan orneklerinden 1’1, gB gen bdlgesine spesifik primerler araciligiyla
PCR pozitif olarak saptanmistir. S6z konusu ¢aligmalar ile bu ¢alismada elde edilen
veriler birlikte degerlendirildiginde, BoHV-1'in diinyada ve Tiirkiye’de
prevalansmin belirlenmesi i¢in PCR metodunun giivenli bir sekilde kullanilabilecegi

goriilmektedir.
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Tez g¢aligmasi kapsaminda gB geni spesifik primerler araciligiyla pozitif
olarak saptanan 2 adet nazal svab orneginden yalnizca birine (ET-121) dizi analizi
uygulanmistir. Claus ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, BoHV-1 ve
BoHV-5’in gC aminoasit dizinleri arasinda Onemli farkliliklar oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle gC geni, molekiiler teknikler icin 6nemli bir hedef noktasi
olarak degerlendirilmektedir. Bu veri 1s18inda ET-121 kodlu nazal svab 6rnegindeki
BoHV-1 genomu gC gen bolgesine spesifik primerler araciligiyla ¢ogaltilarak dizi
analizleri yapilmis ve filogenetik analiz sonucunda BoHV-1.1 alttipinde yer aldig1
belirlenmistir (Sekil 11). Bugiine kadar, sigir solunum yolu hastaliklar1 ve abort
olgularindan elde edilen ¢ogu BoHV-1 izolatlarmin biiyiik bir kismi1 BoHV-1.1
olarak tiplendirilirken, genital sistem enfeksiyonlarindan izole edilenler BoHV-1.2
grubunda yer almistir (d’Offay ve ark., 2016; Edwards ve ark, 1990; Engels ve ark.,
1981, Fulton ve ark., 2015; Metzler ve ark., 1985; Muylkens ve ark., 2007). Ancak,
ABD, Avrupa ve Avustralya’da BoHV-1.2’nin neden oldugu solunum sistemi
salgmlar1 da bildirilmistir (Edwards ve ark, 1990; Engels ve ark., 1981; Fulton ve
ark., 2015; Metzler ve ark., 1985; Misra ve ark., 1983; Muylkens ve ark., 2007; Saha
ve ark., 2010; Smith ve ark., 1995). Tirkiye’de Bilge-Dagalp ve ark. (2017)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada farkl klinik bulgular gosteren hayvanlardan 1992-
2014 wyillar1 arasinda BoHV-1 pozitif oldugu tespit edilmis 8 6rnegin, gC gen
bolgesine spesifik primerler kullanilarak yapilan filogenetik analizleri sonucunda
izolatlarm BoHV-1.1 ve BoHV-1.2 alttiplerinde yer aldigi bildirilmistir. Yine
Tirkiye’de Yesilbag ve ark. (2018) tarafindan BoHV-1 pozitif oldugu tespit edilen
nazal svab Orneginin molekiiler karakterizasyon c¢aligmasi sonucunda BoHV-1.2
alttipinde yer aldig1 belirlenmistir. Mevcut tez ¢alismast kapsaminda ise, filogenetik
analizi yapilan ET-121 kodlu dizinin, BoHV-1.1 alttipinde bulunan Cooper
(Amerika), UY1999 (Uruguay) ve Bilge-Dagalp ve ark. (2017) tarafindan bildirilmis
Tiirkiye dizinleriyle birlikte ayr1 bir dalda yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 11). Sonug
olarak bu verilerle Tiirkiye’de solunum sistemi bulgular1 gosteren sigirlardan elde

edilen nazal svab 6rneklerinde BoHV1.1 varlig1 gosterilmistir.
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5.5. Sonug¢

Sigirlarda akcigerlerin etkili bir Kklirens mekanizmasinin olmamast ve
anatomik olarak bolimlenmis yapida olmasi gibi yapisal ve fizyolojik nedenlerden
dolaytr solunum sistemi enfeksiyonlar1 i¢in predispOzisyon yaratmaktadir. Sigir
solunum sistemi enfeksiyonlarinda genellikle primer nedenin viral etkenler olmasi
immunsupresyon meydana getirerek prognozun daha da kotii sonuglanmasina ve
ekonomik kaybm artmasmna neden olmaktadir. Bu sebeple solunum sistemi
enfeksiyonuna neden olan etkenlerin giivenilir ve hizli bir sekilde tespit edilmesi

bliylik 6nem tasimaktadir.

Tez ¢aligmasi siirecinde elde edilen veriler 151¢inda ulagilan sonuglar1 genel

bir yaklagimla asagidaki sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

e BRSV, BPIV-3, BVDV ve BoHV-1 etkenlerinin Bursa ve komsu illerde
(Balikesir, Kiitahya, Bilecik ve Kocaeli) goriilen solunum sistemi
enfeksiyonlarmdaki varligi tespit edilmistir.

e Degerlendirilen etkenler arasinda 6rneklenen popiilasyon i¢in 6zellikle
BVDV’nin solunum sistemi problemli hayvanlarda daha yaygin
bulundugu saptanmistir.

e Solunum sistemi problemli sigirlarda BRSV teshisi igin Virus
izolasyonuna oranla nested RT-PCR yontemiyle daha hizli ve giivenilir
sonuclar elde edilebilmektedir.

e BPIV-3 teshisi i¢in uygulanan virus izolasyonu, hemadsorbsiyon testi ve
RT-PCR yontemlerinin birbirleriyle paralel sonuglar verdigi saptanmistir.

e Degerlendirilen 6rneklerden 1 nazal svab 6rneginde BPIV-3 saha izolati
elde edilmistir.

e BVDV teshis ¢aligmalar1 yapilirken uygulanan virus izolasyonu-1IPMA,
antijen-ELISA ve RT-PCR sonuglar1 arasindaki farkliliklar nedeniyle
etkenin birden fazla teshis yontemi kullanilarak tespit edilmesi daha
basarili sonuglar elde edilecegini gostermektedir.

e Degerlendirilen Ornekler arasinda 1 nazal svab ve 1 akciger doku
orneginde IPMA testi sonucunda non-sitopatojen biyotipte BVDV saha

izolatlar1 elde edilmistir.
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BOHV-1 teshisi i¢in uygulanan virus izolasyonu, antijen-ELISA ve PCR
yontemleri sonucunda yalnizca PCR yontemi ile pozitiflik saptanmistir.
Bu nedenle diger yontemlere kiyasla PCR yontemiyle daha basarili
sonuclar elde edildigi degerlendirilmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, sigirlarda viral nedenli solunum
sistemi enfeksiyonlarmin teshis ¢alismalarinda birden fazla teshis
yonteminin  birlikte kullanilmasiyla daha giivenilir sonuglar elde
edilebilecegi gosterilmistir.

Molekiiler yontemler araciligiyla elde edilen dizinlerin karakterizasyonu
sonucunda BRSV pozitif olan DO-7, ET-63 ve ET-124 kodlu dizinlerin
birbirleriyle yakm iliskili oldugu; ET-81 kodlu dizinin BPIV-3c
genotipinde yer aldigi; DO-48, ET-64 ve ET-94 kodlu dizinlerin sirasiyla
BVDV-1f, BVDV-1la ve BVDV-1l alt gruplarinda yer aldigi; ET-121
kodlu dizinin ise BoHV-1.1 alt grubunda yer aldig1 belirlenmistir.

Sigir solunum sistemi enfeksiyonlarinin etiyolojisinde rol oynayan
enfeksiydz ajanlar arasinda séz konusu viruslarin 6nemli bir yeri oldugu
belirlenmis olup, ileride yapilacak daha genis kapsamli ¢caligmalarla diger

enfeksiydz ajanlarin rolii de degerlendirilebilecektir.
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ABD
BoHV-1
bp
BPIV-3
BRSV
BVDV
C veya NS
cm?

cp

cpe
CRSV
dk
DMEM
DMF
DMSO
DNA
ELISA
F

FDS

G

HAd
HADYEK
HN
HRSV
H,0,
IBR

Ig
IPMA
U

kb

L

M
MDBK
MHC
ml

mM

N

ncp

nm

7. SIMGELER ve KISALTMALAR

: Amerika Birlesik Devletleri

: Bovine herpesvirus-1

: Baz ¢ifti (basepair)

: Bovineparainfluenza virus-3

: Bovinerespiratoriksinsityalvirus

: Bovineviraldiarrheavirus

: Yapisal olmayan protein

: Santimetre kare

. Sitopatojen

: Sitopatojenik etki

: Caprinerespiratoriksinsityalvirus

: Dakika

: Dulbecco’sModifiedEagle’sMedium
: Di-metil-formamid

: Dimetilsiilfoksit

: Deoksiribontikleik asit

: EnzymeLinkedlmmunosorbentAssay
: Fiizyon proteini

: Fotal dana serumu

: Glikoprotein

: Hemadsorbsiyon

: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
: Hemagliitinin-N6yrominidaz proteini
: Insan respiratoriksinsityalvirusu

: Hidrojen peroksit

: Infeksiydzbovinerhinotracheitis

: Immunglobulin

: Immunoperoksidazmonolayerassay

: Internasyonel {inite

: Kilobaz

: RNA bagimli polimeraz proteini

: Matriks proteini

: Madin Darby Bovine Kidney

: Major histokompatibilitekompleksi

- Mililitre

: Milimolar

: Niikleokapsid proteini

: Non-sitopatojen

: Nanometre
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ORF

PBS
PCR
pmol
RNA
RT-PCR
SH
sn
usD
UTR
VI
VNT
%

: Open readingframe (okuma bdlgesi)

: Fosfoprotein

: Phosphatebufferedsaline

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Pikomol

: Ribonitikleik asit

: Revers transkripsiyon-Polimeraz zincir reaksiyonu
- Kiigiik hidrofobik protein

. Saniye

: Amerikan dolar1

: Untranslatedregion (Bilgi kodlamayan bdlge)
- Virus izolasyonu

: Virus notralizasyon testi

: Yiizde

: Mikrolitre
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9. TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince sayisiz deneyim kazanmami saglayan, destegini,
ilgisini ve en onemlisi degerli bilgisini higbir zaman esirgemeyen ve bana her daim
giivenerek beni cesaretlendiren danisman hocam sayn Prof. Dr. Kadir YESILBAG’a
sonsuz tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmamin Orneklerinin temininde her daim yardimci olan Vet. Hek.
Okan COS’a ve Vet. Hek. Ozan KURTARAN’a tesekkiirii borg bilirim.

Bu siirecte hep yanimda olan, deneyimleri ve bilgilerini benimle paylasan ve
yoluma 1sik tutan degerli ablalarim ve is arkadaslarrm Dr. Pelin TUNCER-
GOKTUNAya ve Aras. Gor. Dr. Gizem ALPAY ’a, lisans egitimimden bu yana her
daim yanimda olan ¢ok sevgili arkadasim Aras. Gér. Ozge ARDICLI’ya, doktora
egitiminin bilgi ve tecriibe katkilar1 yani sira ¢ok giizel arkadaslar kazandirdiginin da
kanit1 olan, 1yi1 ve kotii giin ayirmadan her zaman yanimda olan Aras. Gor. Dr. Deniz
DINCEL’e, Aras. Gor. Dr. Sena ARDICLI’ya, Dokt. Ogr. Uyesi Ali SORUCU’ya,
Aras. Gor. Dr. Muhammed DUMAN’a, Aras. Gor. Dr. Ender UZABAC!I’ya, Aras.
Gor. Elif GOKCE’ye, Dokt. Ogr. Nail Tekin ONDER’e ve Dog¢. Dr. Selim
ALCAY ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ben bu yolda ilerlerken beni hep destekleyen, anlayisini, ilgisini ve sabrini
benden esirgemeyen, o giizel ve sicacik kalbini bana agan sevgili esim Dr. Berk
TOKER’e sonsuz minnetimi sunuyorum. Beni kendi kizlar1 gibi seven, bu siiregte
her zaman yanimizda olan ve en 6nemlisi boyle giizel bir evlat yetistirdikleri i¢in
kayinvalidem Serife TOKER ve kaympederim Hakan TOKER’e c¢ok tesekkiir
ederim.

Son olarak beni bu giinlere getiren, biiyliten, meslek sahibi olmam i¢in beni
destekleyen, basarilarimla gurur duyan, korktugum ya da tokezledigim anlarda beni
cesaretlendiren aileme, canim anneannem ve kiymetlim Mirside YAMAN’a,
merhum dedem ve kiymetlim Sinasi YAMAN’a, biricik annem Gaye Sevil ONER’e,
biricik babam Mehmet ONER’e ve bir yanimm g¢ocuk kalmasmi saglayan minik
kardesim Hayal Melek ONER ’e sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

92



10. OZGECMIS

20.01.1989 tarihinde Bandirma’da dogmustur. ilkdgretim ve ortadgretimi Denizli
Hiirriyet IIkdgretim Okulu’nda ve lise 6grenimini Antalya Lisesi’nde tamamlamistir.
2006 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinde baslamis oldugu iiniversite
egitimini 2012 yilinda tamamlayarak Veteriner Hekim {invani alarak mezun
olmustur. Daha sonra 2014 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali1 doktora 6grencisi olarak lisansiistii egitimine baslamistir. Anabilim
dalinda yiiriitiilen bir¢ok proje ve calismada gorev alarak doktora egitimini 2018
yilinda tamamlamistir. Doktora egitimi siirecinde yer aldig1 arastirmalar kapsaminda,
yurt i¢i ve uluslararasi indekslerde taranan dergilerde yer alan derleme ve arastirma
makaleleri bulunmaktadir. Evli ve Bursa’da ikamet etmektedir.
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ULUDAG UNIVERSITESI

TEZ COGALTMA VE ELEKTRONIK YAYIMLAMA iZIN FORMU

Yazar Adi1 Soyadi Eda Baldan TOKER

Tez Ad Klinik Ve Nekropsi Orneklerinde Sigir
Solunum Sistemi Viruslarinin Molekiiler
Teshisi

Enstitii Saglik Bilimleri Enstitiisii

Anabilim Dali Veteriner — Viroloji Anabilim Dali

Bilim Dali

Tez Tiirii Doktora

Tez Danisman(lar): Prof. Dr. Kadir YESILBAG

Cogaltma (Fotokopi Cekim) Izni [1 Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin
veriyorum

[] Tezimin sadece i¢indekiler, ozet,
kaynakga ve iceriginin % 10
boliimiiniin fotokopi ¢ekilmesine izin
veriyorum

B Tezimden fotokopi ¢ekilmesine izin
vermiyorum

Yayimlama Izni B Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin veriyorum

[1 Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasinin ertelenmesini
istiyorum

1 yal ]
2 yil [

3yil [

[] Tezimin elektronik ortamda
yayimlanmasina izin vermiyorum

Hazirlamis oldugum tezimin yukarida belirttigim hususlar dikkate almarak, fikri
miilkiyet haklarim sakli kalmak iizere Uludag Universitesi Kiitiiphane ve
Dokiimantasyon Daire Bagkanligi tarafindan hizmete sunulmasma izin verdigimi
beyan ederim.

Tarih: 08.02.2019

Imza:
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