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ONSOZ

Pestiviruslar, biiyiilkbas hayvanlarda Bovine Virus Diarrhoea Virusu
(BVDV) ve kiigiik ruminantlarda Border Disease Virusu (BDV) olmak {iizere
klasik viral taksonomide adlandirilmis olup, hidraensafalopati, serebellar
hipoplazi, arthrogripozis ve anormal tlly yapisi gibi ¢ok ¢esitli konjenital
anomalilerle karakterize hastalik tablosu olusturan viral etkenler arasinda yer
almaktadirlar. Pestivirus enfeksiyonlarinin varligi ve yayginligi, biiylikbas ve
kiiciikbas hayvan yetistiriciligi yapilan bir¢cok iilkede bildirilmis olup ulusal ve
uluslararas1  miicadele programlar1 yiiriitiilmektedir. Bu  programlarin
yiriitiilmesinde persiste enfekte bireylerin tanisi temel olusturmakta, iilkede
persiste enfekte hayvan bulunduran isletmelerinin sayisini belirlemek i¢in en
uygun tant metodu tercih edilerek taramalar yapilmaktadir. Tant metodu
secilirken, Pestiviruslarin tiirler arasi gecisi ve zengin c¢esitliligi goz Oniinde

bulundurulmaktadir.

Ulkemizde Pestivirus enfeksiyonlarina iliskin halen siirdiiriilmekte olan bir
miicadele programi olmamakla birlikte, s6z konusu enfeksiyonlarin varligi ve
yaygmligina dayali aragtirmalar mevcuttur. Biiyilk ve kiiglikbas hayvan
yetistiriciliginin birlikte yapildig1 isletmelerde pestiviruslarin tiirler arasi gecis
olasiligt sebebiyle farkli pestiviruslarla enfeksiyon riski de s6z konusu
olabilmektedir. Bu baglamda ayiric1 tani onem kazanmaktadir. Bu noktadan
hareketle, planlanan bu doktora tez calismasinda Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisiine s1gir, koyun ve kegi siiriilerinden gelen kan orneklerinde, antijen ve
niikleik asit tespitine dayali test metodlar1 kullanilarak Pestivirus enfeksiyonlarinin
ayirict teshisinin yapilmas1 hedeflenmistir. Ayirict teshiste sekans verilerinin
filogenetik olarak karsilastirilmasi yapilacaktir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek
bulgular pestivirus miicadele ve kontrol programlarinin gelistirilebilmesine kaynak

teskil edebilecektir.
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Pestiviruslar, biiyiikk (Bovine Virus Diarrhoea Virusu-BVDV) ve kiigiik
ruminantlarda (Border Disease Virusu-BDV), dol verimi ve siirii saglig1 yoniinden
Onem arz eden, abort, konjenital anomali ve yasama giicii zayif yavru dogumlar ile
karakterize ekonomik kayiplara sebep olan viral etkenler arasinda yer almaktadirlar.
Pestivirus enfeksiyonlariin varligi ve yaygimligi, diinyada birgok iilkede bildirilmis
olup; Office International des Epizooties (OIE), yeni adiyla World Organization of
Animal Health listesinde yer alan bu enfeksiy6z ajanlarla ulusal ve uluslararasi
miicadele programlar yiiriitiilmektedir (OIE, 2017). Bu programlarin yiiriitiilmesinde
persiste enfekte bireylerin tanist temel olusturmaktadir. Bu amacla {ilkede persiste
enfekte hayvan bulunduran isletmelerinin sayisint belirlemek i¢in en uygun tam
metodu tercih edilerek taramalar yapilmaktadir. Tan1 metodu tercihi yapilirken,
Pestiviruslarin tiirler aras1 gegis 0Ozelligi ve zengin cesitliligi gbz Onilinde
bulundurulmaktadir. Bu doktora tez ¢aligmasinda OIE tarafindan gold standart olarak
belirlenmis iki tan1 metodu olan antijen ELISA ve RT-PCR teknikleri enfeksiyonun
laboratuvarda direkt tanisi i¢in tercih edilmistir. Ayrica pestiviruslarin tiirler arasi
gecis Ozellikleri nedeniyle hem biiyiikbas hem de kiigiikbas ruminant 6rnekleri test
edilerek, enfeksiyona neden olan farkli pestiviruslarin tiir bazinda ruminantlar arasinda

aktarim1 hakkinda bilgi sahibi olunmasi hedeflenmistir.

Bu doktora tezi iilkemizde bulunan ruminant tiirlerinde klinik/subklinik
enfeksiyonlara neden olan pestivirus enfeksiyonlarindan Bovine Viral Diarrhoea -
Mucosal Disease (BVD-MD) ve Border Disease (BD) enfeksiyonlarinin molekiiler
metotlarla arastirilmasina yonelik olup, elde edilen bulgular, uygulanan tan1 metodu,
tirleri baz aliarak sorgulanmis, ayrica pozitif Ornekler filogenetik olarak da

karakterize edilmistir. Calismada, ruminant kokenli Pestiviruslarin molekiiler



karakterizasyonunda Pestivirus genomunun 5'UTR, N"°, E ve NS2-3 bolgelerinden
koken alan primerler kullanilarak; ililkemizin Marmara Bolgesi’nden elde edilen
suslar, diinyada ve Tiirkiye’de tespit edilen suslarla karsilastirilmistir. Tez ¢alismast;
Tarim ve Orman Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Etik Kurulu’nun

02.07.2019 tarih ve 11/2019 (Ek-1) sayil1 izni ile yapilmistir.



1.2. Amac¢ ve Kapsam

Pestiviruslar; ekonomik kayiplara neden olmalar1 sebebiyle hayvancilik
endiistrisinde 6nemli bulagici patojenler olarak kabul edilirler. Klasik siniflandirmada
sigirlart enfekte eden pestiviruslar Bovine Virus Diarrhoea Virus (BVDYV), kiigiik
ruminantlar1 enfekte edenler ise Border Disease Virus (BDV) olarak
adlandirilmaktayken; gelisen molekiiler teknikler ile aslinda BD viruslarmin sigirlart
enfekte edebildigi, aym1 sekilde BVD viruslarinin da koyun ve kecilerden izole

edilebildigi goriilmiistiir.

Avrupa Birligi iilkeleri basta olmak {lizere oOzellikle sigirlardaki pestivirus
enfeksiyonlarinin kontrolii i¢in asilama ve miicadele programlar yiiriirlilkte olmasina
ragmen, bu patojenlerin spesifik olarak kazandiklar1 hayatta kalma stratejilerinden
dolay1 giicliiklerle karsilagilmaktadir. Bu giicliiklerden en 6nemlisi, pestiviruslarin
transplasental enfeksiyon sonrasi duyarli konak¢i hayvanlarda persiste enfeksiyon
olusturma yetenekleridir. Enfeksiyonun dogal rezervuari olan bu persiste enfekte (PI)
hayvanlar yasamlar1 boyunca virus sagarlar. Bu sekilde enfeksiyonun siirii igerisinde
ve siirliler arasinda yayilmasma neden olurlar. Bir¢ok iilkede kullanilan kontrol
programlarinin temelinde, PI hayvanlarin tespiti ve siiriiden ¢ikarilmasi zorunludur.
PI hayvanlarin erken agamada, 6zellikle dogumdan hemen sonra tespiti Pestivirus
enfeksiyonlarinin kontrol programlarinin uygulanmasinda 6nemli yarar saglar. Bu

asamada laboratuvar tani olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda bu tez ¢alismast;

- Ulkemizde sirkiile olan pestivirus enfeksiyonlarinm laboratuvar tanisin,

- Pozitifligi tespit edilen bireylerdeki enfeksiyonun klinik doneminin (akut/
persiste) belirlenmesini,

- Molekiiler teknikler kullanilarak saha 6rneklerindeki pestivirus tiirleri ve
alt tiplerinin belirlenmesini,

- Tiirler aras1 (s1igir/koyun/ke¢i vb ruminantlar) geg¢is potansiyellerinin
aydinlatilmasini hedeflemektedir.

- Elde edilen verilerin; pestivirus enfeksiyonlariyla kontrol ve miicadelede
kullanilacak stratejilerin belirlenmesine yardimci veri tabanini olusturmast

amagclanmustir.


Cigdem
Vurgu


1.3.1. Tarihce

Ruminant pestiviruslari arasinda en baskin tiir olan Pestivirus A ilk olarak 1946
yilinda Cornell Universitesi’nde arastirmaci olan Olafson ve ark. (1946) tarafindan
“Gorlintige gore bulasict yeni bir sigir hastalig1” adi altinda yaptiklar1 yayn ile tim
diinyaya duyurulmustur. Siiriideki az sayida hayvanda rastlanan, ama yiiksek
mortaliteyle seyreden ishal ile karakterize bu hastalik, baslangigta “X-disease” olarak
adlandirilmig, 1963 yillinda Pitchard tarafindan yapilan incelemelerde mukozal
hastaligin (MD) ilk tanimi yapilmistir (Childs, 1946; Pritchard, 1963). Ramsey ve
Chivers (1953), ABD’de tespit edilen MD’yi rapor etmis ve hastaliga adin1 vermistir.
1957'de akut s1g1r ishal hastaligindan (BVD) izole edilen viral ajanin hiicre kiiltliriinde
sitopatolojiye neden olmadigi kesfedilmistir (Lee ve Gillespie, 1957). Ayni yil
icerisinde, sitopatik etki olusturan bir virus MD'li bir vakadan izole edilmis, o
donemlerde BVD'ye neden olandan farkli bir virusun MD’ye sebep oldugu
diistintilmiistiir (Underdahl ve ark., 1957). Referans suslardan kabul edilen NY-1 susu
ve BVD vakalarindan iki sitopatik olmayan virusun izole edilmesinden sonra (Lee ve
Gillespie, 1957), Gillespie ve ark., (1960) Oregon C24V olarak adlandirilan
BVDV'in sitopatik bir susunun ilk izolasyonu bildirilmistir. Sitopatik suslarin kesfi,
serum notralizasyonu ve plak nétralizasyon deneylerinin gelismesine izin vermistir
(Gillespie ve ark., 1962; Kniazeff ve ark., 1961 ve Thomson ve Savan, 1963), Kuzey
Amerika ve Avrupa'daki BVD ve MD'den izole edilen viral ajanlarin aslinda ayni
etkenin farkli biyotipleri oldugu, semptomlarin farklilik gosterdigi ortaya konulmus

ve enfeksiyon BVD-MD olarak tanimlanmistir (Brownlie, 1990).

Koyun ve kecilerde tanimlanan ve giiniimiizde Pestivirus D olarak klasifiye
edilen pestiviruslarin neden oldugu BD ilk olarak 1959 yilinda Ingiltere ile Wales
arasindaki sinir bolgelerinde bulunan koyunlarda tespit edilmis (Hughes ve ark.,
1959), Yeni Zelanda’daki koyunlarda merkezi sinir sistemini etkileyen bir hastalik
oldugu bildirilen (Hartley ve Kater, 1962) bir calismayla da yaygmlhigi ortaya

konulmustur.



Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi’nin (ICTV) 2017 yilinda yapilan
toplantilart sonucunda Pestiviruslar 11 tiire ayrilmis olup, klasik taksonomiden farkl

olarak konake1 tlir ayrimi yapilmaksizin isimlendirilmistir (ICTV, 2017) (Cizelge
1.1.).

Cizelge 1.1. Uluslaras1 Virus Taksonomi Komitesi 'nin (ICTV)’genel Pestivirus taksonomisi (ICTV,
2017 ve Smith ve ark., 2017)

AlLE:
Flaviviridae
Genus:
Pestivirus
Tiir: Pestivirus A
Tiir: Pestivirus B
Tiir: Pestivirus C
Tiir: Pestivirus D
Tiir: Pestivirus £
Tiir: Pestivirus F
Tiir: Pestivirus G
Tiir: Pestivirus H
Tiir: Pestivirus [
Tiir: Pestivirus J
Tiir: Pestivirus K

Cizelge 1.2. Hayvan tiirleri bazinda tespit edilen Pestivirus tiirlerinin tablosu (Firth ve ark. 2014; Jo ve
ark., 2019; Smith ve ark., 2017 ve Wu ve ark., 2018)

Pestivirus Tiirii Eski Ad1 Hayvan Tiirii

Pestivirus A Bovine viral diyare virusu 1 Sigir, Diger Ruminantlar, Domuz

Pestivirus B Bovine viral diyare virusu 2 Sigir, Diger Ruminantlar, Domuz

Pestivirus C
Pestivirus D
Pestivirus E
Pestivirus F
Pestivirus G
Pestivirus H
Pestivirus 1
Pestivirus J

Pestivirus K

Smiflandirilmamis

Klasik domuz vebasi virusu
Border hastalig1 virusu
Pronghorn Pestivirus
Bungowannah Pestivirus
Zirafa Pestivirus
Hobi - Like Pestivirus
Aydn - Like Pestivirus
Sican Pestivirus
Atipik domuz Pestivirus

Domuz
Koyun, Diger Ruminantlar, Domuz

Antilop
Domuz

Ziirafa, Sigir

Sigir, Bufalo

Koyun, Kegi

Sican
Domuz
Yarasa, kemirgen, koyun, keci, balina

Pestivirus A, Pestivirus B ve Pestivirus D tim kitalarda gbzlenmis olmasina

ragmen, Pestivirus H simdiye kadar Giiney Amerika, Avrupa ve Asya'da rapor



edilmistir. Pestivirus A alt tipleri, m, n, o, p ve q sadece Asya'daki bazi iilkelerde
bulunurken, £, g, &, k, [, r, s ve t sadece Avrupa'da bulunmustur. Pestivirus B, ilk olarak
ABD ve Kanada'daki sigirlarda tespit edilmis, daha sonra Giiney Amerika, Avrupa,
Asya ve Avustralya'da bu etkenin neden oldugu hastaliklar bildirilmistir (Vilcek ve
ark., 2005). BVDV-2a, diinya ¢apinda dolasan baskin Pestivirus B alt tipidir. Sigirlarda
Pestivirus D enfeksiyonu simdiye kadar Brezilya, Italya, Tayland, Hindistan ve

Banglades'te sporadik olarak rapor edilmistir.

Pestiviruslarin konu edildigi, iilkemizin ¢esitli bolgelerinde farkli zamanlarda
yapilan molekiiler calismalarda; Pestivirus A, Pestivirus B ve Pestivirus D tiplerinin
tespitleri yapilmistir. 1997-2005 yillar1 arasinda Tiirkiye’den toplam 7 bolgedeki 15
ildeki hayvanlardan almman 722 serum, 582 tam kan ornegi ile yapilan ve NP™
kodlayan gen bolgelerinin niikleotid dizilerinin hedef alindigi caligmada toplam
olarak 30 pestivirus izolat1 karakterize edilmistir (Yesilbag ve ark., 2008). Marmara
bolgesindeki sigirlarda, siddetli zatiirre ve buzagilarda hemorajik enterit ile karakterize
bir salgin meydana gelmis ve vakalardan Pestivirus A ve B 1zole edilmistir (Yesilbag
ve ark., 2014). Aydin ve Burdur illerindeki koyun ve kegilerden alinan 6rneklerin
serolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak yapilan analizinde; BDV/Aydin/04 ve
BDV/Burdur/05 adlandirilan iki izolat elde edilmis (Oguzoglu ve ark., 2009), bu
izolatlarin tam genomlar1 molekiiler olarak iki farkli calismada aragtirilmis (Becher ve
ark., 2012 ve Postel ve ark., 2015), son pestivirus taksonomisinde bu izolatlarin ayri
bir tlir olduklar1 belirlenmis ve taksonomi komitesince Pestivirus [ olarak
siiflandirilmasina karar verilmistir (ICTV, 2017). Sigirlarda BVDV-2 varligina
yonelik ilk tespit ile Pestivirus B tiiriiniin lilkemizde varlig1 bildirilmistir (Oguzoglu
ve ark., 2010). Tiirkiye'de BVDYV ile enfekte sigirlarinin siklig1 ve gesitliligi tizerine
yapilan bir arastirmada, 1124 sigir kan Orneginin molekiiler ve serolojik testleri
sonucunda 26’smin pestivirus pozitif oldugu belirlenmistir (Yilmaz ve ark., 2012).
Karadeniz bélgesinden elde edilen 6rnekler BVDV ve BDV yoniinden molekiiler
diizeyde incelenmistir (Albayrak ve ark., 2012). 2002 ve 2007 yillar1 arasinda sahadan
elde edilmis izolatlarin molekiiler diizeyde incelenmesini igceren bir ¢alismada, lokal
suslarin tespiti yapilmistir (Oguzoglu ve ark., 2011). Karadeniz bolgesinde kuzularda

ve sigirlardaki abort vakalarindan elde edilmis fotal organ numunelerinin kullanildig:



baska bir aragtirmada; sigir 6rneklerinin %28,57’sinde BVDV, koyun 6rneklerinin
%66,66’sinda BDV RNA’s1 tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012). 2012 ve 2017
yillar1 arasinda, Ege, i¢ Anadolu, Akdeniz bélgelerinden elde edilen 2029 aborte fetiis
ornegini kapsayan molekiiler ¢alismada, Pestivirus A tiirlinlin b, f, /, r alt tiirleri ve
Pestivirus I tliriiniin tespiti yapilmistir (Sevik, 2021). Erzurum ve Elazig illerinden
alinan 28 6rnegin molekiiler incelenmesi sonucunda; diinyada BVDV-3 oldugu bilinen
HoBi-Like viruslarin dogal enfeksiyonlarda varliginin tespiti de yapilmistir (Timurkan
ve Aydin, 2019). 1291 sigir 6rnegiyle yapilan bir ¢alismada Pestivirus A’nin yeni bir
alt grubunun (BVDV-1v) varlig1 bulunmustur (Oguzoglu ve ark., 2019).

(0 BVDV-23
I BVDV-2b
[T/ BVDV-2c
B BvDv-2d
I BVDV-2? -

___I0vine Pestivirus by
WTunus ve Tunus Benzeri % -
I Aydin Benzeri

Sekil 1.2. Pestivirus D tiirlerinin diinya iizerindeki cografi dagilimi.



1.3.2. Etiyoloji

Flaviviridae tamilyas1 Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus ve Pestivirus olmak
lizere 4 genusa ayrilir. Pestivirus virionlari, ¢apt 40-60 nm olan zarfli, kiiresel
parcaciklardir. BVDV, bir lipid zarf ile ¢evrelenen yapisal kapsid veya cekirdek
proteini ile kaplanmis genomik RNA'dan olusan bir ¢ekirdek bdlgesinden olusur.
Kapsid yaklasik 30 nm ¢apindadir ve elektron yogun bir i¢ ¢ekirdek olarak goriiniir
(Horzinek ve ark., 1971). Saflastirilmis pestivirus virionlarmin kriyo-elektron
mikroskobu ile yapilan incelemesinde viral partikiillerin ¢ift katmanli sivri olmayan
bir fosfolipid tabakasiyla ¢evrili elektron yogun bir kapside sahip oldugu (Sekil 1.3.)
ve cogu pestivirus partikiiliniin 50-65 nm biiyiikliigiinde oldugu bildirilmigtir

(Callens ve ark., 2016).

RNA

Sekil 1. 3. Pestiviral partikiil diyagrami (Tautz ve ark., 2015).

Lipid ¢ift katmanh zarf, li¢ glikoproteinden (E™, E1 ve E2) olusur. Bu
glikoproteinlerden E™ yogun sekilde glikozile haldedir, virus partikiilii ile gevsek bir
sekilde iligkilidir ve enfekte olmus hiicreler tarafindan ¢oziinerek salgilanir. E1 ve E2
glikoproteinleri, biitiinleyici zarf proteinleridir ve E1-E2 heterodimerleri pestivirus
girisi i¢in esastir. Pestivirus virionlar,, E1 ve E2'den daha yiiksek bir E™

konsantrasyonuna sahiptir. Zarfin pleomorfik dogasi ve pestivirus partikiillerinin



konake1 hiicrelerle iliskisi nedeniyle, ultrasantrifiijleme ve elektron mikroskobu ile
tanimlama yoluyla yiliksek oranda saflastirilmis bulasici viral partikiiller elde etmek
zordur. Virionun sakkarozdaki yilizer yogunlugu 1,134 gm/ml'dir ve molekiiler
agirhigr 6,0 x 107 olarak tahmin edilmektedir (Lindenbach ve ark., 2013). Diger
zarfli viruslara benzer sekilde, pestiviruslar organik ¢oziicliler ve deterjanlar
tarafindan inaktive edilir, ancak ayni ailede yer alan Flavivirus’larin aksine diisiik pH

derecelerine direnclidirler.

E2
E2 E1
E1 Ems
EmS
Cekirdek Proteini / C
Zarf RNA

Zarf

Ultra ince Kesim

Sekil 1.4. Pestiviral partikiillerin elektron mikroskobik goriintiisii. Solda ultra ince kesitte BVDV; sagda

negatif boyamada Pestivirus Core proteini (Tautz ve ark., 2015).

1.3.2.1. Genomik Organizasyon

Pestivirus genomu, yaklasik 12,3 kb biiyiikliigiinde pozitif anlamda tek
sarmall1 bir RNA'dan olusur. Ancak, eklemeler, genomik duplikasyonlar ve genomik
rekombinasyon olaylari nedeniyle boyut 16,5 kb'ye kadar degisebilir (Becher ve ark.,

1999). Pestiviruslarin replikasyonu sirasinda higbir subgenomik RNA kopyalanmaz.

Pestiviruslarin  genomik organizasyonu, tanimlanan tiim pestiviruslarda
benzerdir. RNA genomu, sirasiyla yaklasik 400 ve 200 niikleotidlik 5'UTR ve 3'UTR
ile ¢evrili bir biiylik agik okuma ¢ercevesinde yaklasik 3900 amino asitlik bir
poliproteini kodlar. Olusan poliprotein daha sonra viral ve hiicresel proteazlar
tarafindan islenir. Bu islemler sonrasinda NP, C (kapsid), zarf proteinleri (E™, EI,

E2) ve yapisal olmayan proteinlerden (p7, NS2, NS3, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A,



NS5B) olusur (Lindenbach ve ark., 2013). Poliprotein lizerindeki proteinlerin dizilimi
NH2-NP/C/E™/E1/E2/p7/NS2/NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B-COOH (Sekil 1.2.)
seklindedir (Nagai ve ark., 2004).

Pestivirus Genomu

5 —(W Yapisal Olmayan (NS) = 3'OH
v %* + * * * I \ R / v
B I I B B B OEEEEPmE I O
N € E™ E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A NS5B
23 14  44-48 25-33 53-55 7 120-125 7-10 30 54-58 75-78
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
v
NS2 NS3
38-54 75-80
kDa kDa

V Npro Proteaz { Sinyal Peptidaz 6 Sinyal Peptid Peptidaz =~V NS2 Proteaz ¥ NS3 Proteaz

Sekil 1.5. Pestivirus genom yapisi. Viral genomun poliprotein kodlayan tek uzun ORF ve bu
poliproteinin belirtilen proteazlar tarafindan islenmesi sonucu olusan viral proteinlerin sematik bir

sekilde gosterimi (Tautz ve ark., 2015).

Pestiviruslarin 5'UTR'si, viral RNA'nin hem translasyon baslangicinda hem
de replikasyonunda yer alan stabil bir kok dongii yapisina (hair pin — sa¢ tokasi)
sahiptir (Grassmann ve ark., 2005). Pestivirus RNA'lar1 5' bagliga sahip olmadig: gibi
aym1 zamanda 3'-ucunda poliadenile degildir. 5'UTR’nin sonunda ve NP gen
bolgesinin ilk kisminda yer alan dahili ribozomal giris bolgesi (IRES), kiiciik
ribozomal alt birimi dogrudan isleme alir, onu translasyon baslangi¢c bolgesinde
konumlandirir ve metiyonin kodonu (AUG) varlig1 olmasa bile translasyonun

baslamasini saglar.

Viral RNA'nin 3' ucunda bulunan UTR, korunmus bir kok dongii yapisina
sahiptir ve virus replikasyonu i¢in gereklidir. Pestivirus tiirleri arasinda 3’UTR
dizisinin uzunlugunda 6nemli farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar, Pestiviruslarda
bulunan 3’UTR’nin, 5’UTR'den daha az korunmus olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ornek olarak Pestivirus A izolatlar1 3’UTR'nin degisken kisminda sekiz niikleotid
tekrar dizisine sahipken Pestivirus B izolatlar1 tek bir tekrar dizisine sahiptir

(Giangaspero ve ark., 2008; Poole ve ark., 1995 ve Pestova ve ark., 2008).
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Poliprotein olusumu, ko-translasyon yoluyla gerceklesir ve N-terminal
otoproteaz (NP™) salinimi ile baglar. Sadece Pestiviruslarda bulunan NP, kendi
karboksil terminalindeki boliinmeden sorumludur ve bu sekilde C proteininin amino
terminalini serbest birakir (Stark ve ark., 1993). C/E™ boliinmesi, hiicresel sinyal
peptidaz1 (SPase) ve sinyal peptidi peptidazi (SPPase) tarafindan meydana gelirken,
E™/E1, E1/E2, E2/p7 ve p7/NS2 boliinmeleri SPAse tarafindan gergeklestirilir. NS2
ve NS3'lin islenmesi, NS2 i¢inde yer alan proteaz tarafindan gerceklesirken, NS3'iin
asag1 akisindaki tiim islemler, NS3 proteaz tarafindan yapilir. NS4A, NS3 proteazin
bir kofaktorii olarak gorev yapar ve NS4B/NS5A ve NS5A/NS5B bolgesinde
gergeklesen iglemler icin gereklidir (Xu ve ark., 1997).

Pestivirus suslarinin sitopatik olmayan (ncp) ve sitopatik (cp) olmak tizere iki
biyotipi bulunur. Sitopatik viruslar, NS2-3 protein kodlama bdlgesinde NS2 ve NS3
proteinlerinin olusumuna yol acan degisiklikleri takip eder. Bu genomik
degisiklikler, nokta mutasyonlarini, genomik kopyalar1 ve hiicresel mRNA dizilerinin
eklenmesini igerir. NP, kapsid ve NS4B'deki genomik degisiklikler, pestiviruslarin

bazi cp suslarinda da bildirilmistir (Kiimmerer ve Meyers, 2000 ve Xu ve ark., 1997).

1.3.2.2. Yapisal ve Yapisal Olmayan Proteinler

NP disinda, agik okuma c¢ergevesinin (ORF) birinci kodlama bolgesi, viral
partikiiliin biitlinleyici bilesenleri olan yapisal proteinleri kodlar. Bu proteinler, kapsid
proteini (C) ve li¢ glikoproteini (E™, E1 ve E2) icerir. Pestivirus poliproteininin ilk
yapisal proteini olan kapsid proteini (C) olduk¢a baziktir. N-ucu, NP™'nun
otokatalitik boliinmesi yoluyla iiretilirken, C-ucu SPase tarafindan E™ ile baglantisi
koparilirken olusur. RNA'ya diisiik afinite ile baglidir ve diizensiz bir proteindir
(Tautz ve ark., 2015). E™ Pestiviruslara 6zgii, 2-48 kDa boyutunda, yiiksek oranda
glikozillenmis, yaygmn olarak disiilfid baglantili homodimer olarak bulunan ve
endoriboniikleazlarin T2 ailesine dahil bir proteindir (Hulst ve Moormann, 2001). E™'in
sahip oldugu RNaz aktivitesi ile viral RNA degredasyonundan sorumlu oldugu ve bu
sekilde konak¢inin dogustan gelen bagisiklik yanitini sinirlamada 6nemli bir protein oldugu
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bilinmektedir. Bu amagla, ¢oziiniir E™ hiicre ylizeyinde bulunan heparin veya heparan
stilfatlar gibi glikozaminoglikanlara (GAG) baglanir, ardindan klatrin aracil
endositoz yoluyla hiicre icine alim gerceklesir; her ikisi de IFN sentezini verimli bir
sekilde bloke etmek i¢in 6n kosuldur (Igbal ve ark., 2000 ve Ziircher ve ark., 2014).
E1 ve E2 glikoproteinleri, integral membran proteinleridir ve Pestiviruslarin hiicreye
girisinden ve enfektivitesinden sorumlu olan disiilfid baglantili  EI-E2
heterodimerlerini olusturmakla gorevlidir (Ronecker ve ark., 2008). E1'in yapisi ve
islevi heniiz bilinmemektedir ve enfekte hayvanlarda El'e kars1 antikor
bulunmamistir. Ancak El'in giris sirasinda flizyon i¢in gerekli olan fiizyon peptidini
icerdigi One siirlilmiistiir. Pestivirus kaynakli E2 glikoproteini, virus baglanmasindan,
noétralize edici antikorlarin iiretilmesinden ve konake¢i tropizminden sorumludur
(Liang ve ark., 2003 ve Weiland ve ark., 1990). E2 genel olarak 373 amino asit
uzunlugundadir ve yiiksek oranda korunmus dort N-glikozilasyon bdlgesi igerir.
Ayrica ¢ alana sahiptir; alan I ve II, viral yiizey iizerinde agiga ¢ikan nétralizan

epitoplari igerirken, alan III bir ¢apa gdrevi goriir.

Ik yapisal olmayan protein olan NP, 168 amino asit iceren bir otoproteaz
olup pestiviruslara ozgiidiir. Pestivirus ile enfekte olmus hiicrelerde interferon
(IFN-1) tiretimini inhibe ederek konakei1 hiicrenin antiviral aktivitesine miidahale eder
(Darweesh ve ark., 2018). Baz1 calismalar, N*™'nun Glu22-His49-Cys69'un katalitik
bir liglii olugturdugunu gosteren papain benzeri bir sistein proteaz oldugunu gosterse
de baska bir ¢caligma bu proteini C53proteaz ailesi olarak siniflandirmistir (Rawlings
ve ark., 2012). His49 ve Cys69 katalitik ikilisi, NP"'nun proteolitik aktivitesinden
sorumludur ve hiicresel SI00A9 proteinine baglanir (Darweesh ve ark., 2018 ve Zogg

ve ark., 2013).

NS2 ve NS3 proteinleri agirlikli olarak ncp biyotipteki viruslar ile enfekte
hiicrelerde islenmemis NS2-3 olarak, cp biyotipteki viruslar ile enfekte hiicrelerde ise
NS2 ve NS3 olarak bulunur. Son ¢alismalarda enfeksiyonun ¢ok erken sathalarinda
ncp virusun replikasyonu i¢in NS2-3"in boliinmesinin gerekli oldugu gosterilmistir.
NS2 proteaz enzimi, NS2-3 boliinmesi i¢in gereklidir. Hiicresel dizilerin eklenmesi

veya Pestivirus genomik dizilerinin ¢ogaltilmasi, yaygin olarak NS2-3 bolgesinde
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meydana gelir. NS2 450 aminoaside ve 7 adede kadar transmembran segmentli
hidrofobik N-terminale sahiptir. Sistein-oto-proteaz olarak gorev yapar. NS3 80kDa
biiyiikliigiinde ve 683 adet amino aside sahiptir. Immundominant oldugu diisiiniilen
pargas1 aa205 ile aa549 arasinda lokalize olmustur. Serin proteaz, RNA helikaz ve
NTPaz olarak gorev yapar (Meyers ve Thiel, 1996; Tautz ve ark., 2015 ve Xu ve ark.,
1997).

NS4A proteini, 66 amino asitten olusur, bunlarin 1/3’liikk kismi1 hidrofobik son
1/3 liik kismu ise asidiktir. NS3 serin proteaz i¢in bir kofaktor olarak islev goriir ve
virionlarin morfogenezinde 6nemli bir role sahiptir. NS4B proteininin, hiicre i¢i
membranlarda lokalize olan ve RNA replikasyon kompleksi ile baglantili olan bir
integral membran proteini oldugu diisiintiliir. 38 kDa boyutunda yiliksek oranda
hidrofobiktir. Otofaji indiiksiyonu, viral replikasyon kompleksi icin iskele gorevi
goriir. NS4B nin diger onemli gorevi otofagozomlarin indiiksiyonundan sorumlu
olmasidir. NS4B'deki tek nokta mutasyon (Y2441C), BVDV'nin sitopatik biyotipten
sitopatik olmayan bir biyotipe degismesini saglar; bu durumda proteinin viral
patogenezdeki roliiniin 6dnemini gosterir (Qu ve ark., 2001 ve Suda ve ark., 2019).
NSS5A proteini, RNA replikasyon kompleksinde membrana bagli NS4B ve NS5B ile
birlikte lokalize olur, ancak viral replikasyondaki rolii net degildir. NS5A proteini,
trafigi ve niikleer faktdr kappa B (NF-kappaB) sinyallesmesinde rol oynayan sigir
NIK- ve IKKbeta-baglayici proteinine (NIBP) baglanir, bu sekilde Hepatit C virus
enfeksiyonu sirasinda oynadigi roliin bir benzerini Pestivirus A enfeksiyonlarinda da
oynadig diisiiniilmektedir. Ayrica NS5A endoplazmik retikulumda NIBP ile birlikte
hiicre icerisinde de otofaji belirteci LC-31 ile birlikte lokalize olur (Zahoor ve ark.,

2010 ve Zhang ve ark., 2021).

NSS5B proteini, RNA'ya bagimli RNA polimeraz gorevi goriir ve genomik
RNA replikasyonunda ana protein olarak islev gordiigli gibi ayn1 zamanda RNA’ya
bagimli polimeraz gorevindedir. Bu gorevlerinin haricinde NS5B'min C-terminali,
virionlarin morfogenezi i¢in 6nemlidir. Baglanma paketi icerisinde olusan belirli
birka¢g mutasyon, kataliz etkisini ve baglanmay1 azaltir (Curti ve Jaeger, 2013 ve

Weiskircher ve ark., 2009).
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1.3.3. Pestiviruslarda Hiicreye Baglanma ve Giris

Pestiviruslarin hiicreye girisi, hiicresel reseptorlere virionun baglanmasini,
endositozu ve membran fiizyonunu igerir. Pestivirus replikasyonu, virusun konakg1
hiicre yiizeyine baglanmasiyla baslar. NS viral zarf glikoproteinleri E™ ve E2'nin her
ikisi de bu stiregte 6nemli roller iistlenir (Hulst ve Moormann, 1997). Glikoproteinler
E™ ve E2 hiicre ylizeyinde farkli reseptorlere sahiptir. Heparan siilfat (HS) ve
laminin reseptoriiniin (LamR), her ikisi de E™ baglanma reseptorleri olarak
tanimlanmistir (Igbal ve ark., 2000). E2, Pestivirus tropizminin bir belirleyicisi olan
reseptOr baglayici protein olarak, viral giriste de 6nemli rol oynar (Borca ve ark.,
2019 ve Liang ve ark., 2003). E1 ve E2 virus enfeksiyonu i¢in ¢ok dnemli olan
heterodimerleri meydana getirmek i¢in kritik olan disiilfit baglar olustururlar
(Ronecker ve ark. 2008). Psodotip viruslarda E1-E2 heterodimerlerinin, viral girige
aracilik etmek ve ayn1 zamanda E™"'in giris adimini belirlemek i¢in gerekli olduklar

gosterilmistir (Ronecker ve ark., 2008 ve Wang ve ark., 2004).

Pestiviruslar, reseptor aracili endositoz yoluyla konake1 hiicrelere girer. Sigir
kokenli CD46'nin BVDYV i¢in hiicresel bir reseptor olarak gérev yaptigi bildirilmis
olmadig1 ve baska elementlerin de viral baglanma i¢in gerekli olabilecegi
gosterilmistir. Enfeksiyon silirecini baglatmak i¢in pestivirus E1-E2 heterodimerleri,
hiicresel reseptorlere baglanir ve hiicre i¢ine girisi pH'a bagl bir sekilde klatrin bagiml
endositoz ve endozomal flizyon yoluyla gergeklesir (Grummer ve ark., 2004; Lecot ve

ark., 2005 ve Mathapati ve ark., 2010).

1.3.4. Pestivirus Replikasyon Siklusu

Pestiviral proteinlerin transkripsiyonu ve translasyonu hiicresel sitoplazmada

gergeklesir. Pestivirus RNA genomunun 5' ucunda kap yapisi icermemesi nedeniyle

pestiviruslar etkili translasyon i¢in 5' UTR'sinde bulunan bir "dahili ribozomal giris

sitesinden" (IRES) yararlanir. IRES aracili translasyonun baslatilmasini takiben,
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pestivirus replikasyon siireci, genomun 3’-terminalinde sekillenen, viral ve hiicresel
bilesenlerden olusan pozitif zincir replikaz kompleksi ile baslar. Replikaz kompleksi,
pozitif anlamda RNA'min tam uzunlukta tamamlayic1 negatif anlamda RNA'ya
transkripsiyonunu katalize eder, bu daha sonra yari-koruyucu asimetrik bir
replikasyon modeli kullanarak ek pozitif iplik¢ikli RNA'y1 sentezlemek igin sablon
gorevi gortr (Warrilow ve ark., 2000). Negatif iplik¢cikli RNA ile karsilastirildiginda,
bliyiik miktarda yeni sentezlenmis pozitif iplik¢ikli RNA iiretilir. Bu modelde, virusa
0zgll iic RNA, ¢ift sarmalli bir replikatif form (RF), kismen tek sarmalli ve kismen
cift sarmalli replikatif ara madde (RI) ve tek sarmalli viral RNA yer alir. Ayni1 pozitif
iplik¢ikli genomik RNA, hem replikasyon hem de translasyon i¢in bir sablon gorevi
goriir. Bu siirecin diizenlenmesine 5’UTR'deki IRES'in ikincil yapisi aracilik eder.
Pestiviruslarin  tomurcuklanmasi, RNA-c¢ekirdek kompleksinin zarflar iginde
paketlendigi endoplazmik retikulumda gergeklesir (Schmeiser ve ark., 2014). Daha
ileri karbonhidrat zincirlerinin islenmesi golgi bolmesinde gerceklesir. Son olarak,

olgun viral partikiil kompleksi, ekzositoz yolu yoluyla enfekte hiicrelerden salinir.

,,,,,

Golgi Cisimcigi
x
l®

Sekil 1.6. Pestiviruslerin replikasyon dongiisiiniin sematik gosterimi (Tautz ve ark., 2015).
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1.3.5. Genetik ve Antijenik Cesitlilik

Pestiviruslar, 40-60 nm biiyiikliige sahip zarfli ve genomlar1 yaklasik 12.300
niikleotitten olusan tek sarmalli, pozitif polariteli bir RNA’dan olusan viruslardir. Isi,
kurutma, deterjanlar ve UV 15181 ile kolayca inaktive edilirler (Firquet ve ark., 2015).
Pestivirus genomunun tek bir agik okuma cergevesi (ORF), kapsid (C) ve ii¢ zarf
glikoproteini (E™, E1 ve E2) olmak tlizere dort yapisal protein ve 7-8 adet yapisal
olmayan protein (NP, p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B) kodlar (Becher ve
ark 1998; Collett ve ark., 1988 ve Thiel ve ark., 2005).

Pestivirus susglari, nokta mutasyonlarin birikimi ve buna ek olarak homolog ve
homolog olmayan RNA rekombinasyonlarindan kaynaklanan yiiksek genetik
cesitlilik gdsterirler. Bu sebepten dolay1 Pestivirus suslarinin genetik tiplendirilmesi
BVD, BD, MD ve diger pestivirus enfeksiyonlarinin epidemiyolojisi ve kontrolii i¢in
gereklidir. Pestiviruslarin dogru genetik tiplemesi, Ters Transkripsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), yeni nesil dizileme ve filogenetik analiz gibi ileri
molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikmasi ve uygulanmasi sonucunda daha ayrintili
sekilde elde edilmeye devam etmektedir. Pestivirus izolatlarinin tiir diizeyinde
siniflandirilmasi i¢in bugiline kadar yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla 5’UTR gen
bolgesinin dizi analizi kullanilsa da, her tiir i¢indeki alt tiplerin ayiriminda, tam
genom, NP NS2-3 ve E2 gibi gen bolgelerinin analizi de 6nemlidir (Becher ve ark.,
2003; Vilcek ve ark., 2001, 2004 ve Yesilbag ve ark., 2017). Bu metodlara ek olarak,
monoklonal antikor (MAb) baglanma, homolog ve heterolog antiserumlarla ¢apraz
notralizasyon deneyleri ile tespit edilen antijenik benzerlik, pestivirus suslarinin
antijenik ¢esitliligini belirlemek i¢in kullanilmistir (Becher ve ark., 2003; Dias ve
ark., 2017 ve Paton ve ark., 1995). Simdiye kadar, Pestivirus A 22 alt tipe (a—v),
Pestivirus B 4 alt tipe (2a—2d), Pestivirus H 4 alt tipe (a-d), Pestivirus D (1-8) 8 alt
tipe ayrilmistir (Becher ve ark., 2003; Peletto ve ark., 2016).
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1.3.5.1. Pestivirus A'min Genetik ve Antijenik Cesitliligi

Pestivirus tlirleri arasinda yer alan Pestivirus A, diinya c¢apinda yaygindir.
Baslangicta BVDV-1a (NADL-like) ve BVDV-1b (Osloss-like) olmak tizere iki alt
tipe ayrilsa da, farkh iilkelerde tespit edilen Pestivirus A izolatlari, 11 alt tipe
ayrilmis (Vilcek ve ark., 2001), genetik tiplendirme ile ilgili daha ileri ¢caligmalarla
Pestivirus Anin en az 23 alt tipinin varligini ortaya konmustur (Giammarioli ve ark.,
2015; Oguzoglu ve ark., 2019; Yesilbag ve ark., 2014 ve Yesilbag ve ark., 2017).
BVDV alt tiplerinin tek tek iilkelerde ve kitalarda dogru dagilimi bilinmemekle
birlikte, yayinlanan raporlar BVDV-1b'nin diinya ¢apinda baskin alt tip oldugunu ve
bunu BVDV-1a ve BVDV-Ic'nin izledigini ortaya koymustur. BVDV-1b Avrupa,
Asya ve Amerika'da baskin alt tip iken, BVDV-1c agirlikli olarak Avustralya ve
Meksika'da yaygindir. Pestivirus A'min kapsamli genetik cesitliligi, Avrupa'daki
bircok iilkede, Tirkiye, Cin ve Japonya'dan rapor edilmis, Amerika, Afrika ve
Avustralya ile Hindistan'dan nispeten daha az biyogesit bildirilmistir (Giammarioli

ve ark., 2015; Yesilbag ve ark., 2014 ve Yesilbag ve ark., 2017).

1.3.5.2. Pestivirus B'nin Genetik ve Antijenik Cesitliligi

Pestivirus B suglari, tim kitalarda dagilmis olmasina ragmen genetik ¢esitliligi
ve Diinya iizerine yayilimi Pestivirus A'dan daha diisiiktiir. Dort (2a—2d) alt tipe
ayrilmistir. BVDV-2a tiim kitalarda en yaygm alt tip iken, BVDV-2b Amerika
(Brezilya, Arjantin, Uruguay, ABD) (Neill ve ark., 2019), Avrupa (Portekiz,
Ispanya, Slovakya, Tiirkiye) ve Asya'da (Hindistan, Cin) tespit edilmistir (Barros ve
ark 2006; Giangaspero ve ark., 2008; Neill ve ark., 2019; Oguzoglu ve ark., 2010 ve
Partida ve ark., 2016). BVDV-2c sadece Avrupa'da (Almanya, irlanda) ve Giiney
Amerika'da (Arjantin) tespit edilmistir (Gethmann ve ark., 2015; Giangaspero ve
ark., 2008; Guelbenzu-Gonzola ve ark., 2016 ve Maya ve ark., 2016). Koyunlarda,
ABD ve ltalya'da BVDV-2a alt tipi saptanirken, Hindistan'dan (Mishra ve ark.,
2008b) ve Tirkiye'den (Yesilbag ve ark., 2008) koyunlarda BVDV-2b alt tipi
bildirilmistir. Kegilerde ise simdiye kadar sadece BVDV-2a alt tipi rapor edilmistir
(Mishra ve ark., 2007a).
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Cizelge 1.3. Ulkeler bazinda bildirilen Pestivirus tiirleri [ Yesilbag ve ark.'dan (2017) modifiye edilmistir.]

ULKE Pestivirus A Pestivirus B KAYNAKLAR
Giangaspero ve ark., 2008; Harnberg ve ark., 2009; Vilcek ve
9 9 B , H
Avusturya  a,b,d, e, f, g hk, 7 a, ! ark., 2001 ve Vilcek ve ark., 2003
Belgika a,b,? a,? Couvreur ve ark., 2002 ve Giangaspero ve ark., 2008
Hirvatistan b, f, Bedekovi ve ark., 2012
Cek .
.. bydef Vileek ve ark., 2004
Cumhuriyeti > 7 77
Danimarka b, d, e, f, Nagy ve ark., 2014 ve Uttenhal ve ark., 2005
Finlandiya d,f,j Vilcek ve ark., 2004
Giangaspero ve ark., 2008; Jackova ve ark., 2008 ve
9
Fransa a,b,d, ek a, Vilcek ve ark., 2001
Almanya a,b,d,e f, g hk, a, c Beer ve ark., 2002 ve Tajima ve ark., 2005
Macaristan b, f, Vileek ve ark., 2001
irlanda a,b,d, e c Grahama ve ark., 2001 ve O’ Brien ve ark., 2017
italya a,b,c,d, e fghkLrs,t 0 Bazzucchi ve ark., 2017; Giangaspero ve ark., 2008; Luzzago
y u, ? > ve ark., 2014 ve Vilcek ve ark., 2001
Kosova b Goga ve ark., 2014
Polonya b,d,f, g a Kuta ve ark., 2013; Polak ve ark., 2014
Portekiz a,b,d, e a,b Barros ve ark., 2006
Giangaspero ve ark., 2008; Vilcek ve ark., 2001 ve Vilcek ve
Slovakya d,e, f,h a ark.. 2004
Slovenya b,d,e, f, g Toplak ve ark., 2004 ve Toplak ve ark., 2006
: Aduriz ve ark., 2015; Arias ve ark., 2003; Rodrigez-Prieto ve
Ispanya 2 b’ C d’ & f’ h’ k’ 1 a’b ark., 2016 ve Vilcek ve ark., 2001
Isveg a,b,d Stahl ve ark., 2005
£ Bachofen ve ark., 2008; Stalder ve ark., 2015 ve Stalder ve
9 , 5 s
Isvigre b, e, f, h,k, ? ark., 2016
Tiirkiye a,b,d, f,hi,Lr? a,b Oguzoglu ve ark., 2010 ve Yilmaz ve ark., 2012
Birlesik P Booth ve ark., 2013; Giangaspero ve ark., 2008; Vilcek ve
a,b,c,d,e f1,j,? a
Krallik ark., 2001 ve Wakeley ve ark., 2004
. Deng ve ark., 2012; Gong ve ark., 2013; Wang ve ark., 2014;
Cm a, b’ C d’ m, 0, D, q Xue ve ark., 2010 ve Zhong ve ark., 2011
Hindistan b b Mishra ve ark., 2004; Mishra ve ark., 2007a; Mishra ve
sta » C a, ark., 2011; Mishra ve ark., 2012
Filipin b Giangaspero ve ark., 2008 ve Mingala ve ark., 2009
. Giangaspero ve ark., 2008, Abe ve ark., 2016; Giangaspero
9 9
Japonya a, b’ ¢, ), M, 1,0, ¢ a, ! ve ark., 2019; Yamamoto ve ark., 2008
Kore a,b,c,n a,? Han ve ark., 2016; Oem ve ark., 2009 ve Ryu ve ark., 2020
Mogolistan a a Ochirkhuu ve ark., 2016
. . Jones ve ark., 2001; Giangaspero ve ark., 2008 ve Pecora ve
9
Arjantin a,b a,b,c,d,? ark.. 2014
. . Cortez ve ark., 2006; Flores ve ark.,2018; Weber ve ark.
9 9 s s » ; s
Brezilya a,b,c,d,e,i,? a,b,c,d,? 2014 ve Silveira ve ark., 2015
Peru ve Slll a,b,c ? Pizarro-Lucero ve ark., 2006
A.B.D a,b,? a,b,? Fulton ve ark., 2005 ve Workman ve ark., 2015
Kanada a, b a Deregt ve ark., 2005 ve Giangaspero ve ark., 2008
Uruguay a, _] b Maya ve ark., 2016
Avustralya a,b,c b Mahony ve ark., 2005 ve Ridpath ve ark., 2010
M b.i Abdel Latif ve ark., 2013; Soltan ve ark., 2015 ve Vilcek ve
18I »J ark., 2004
Tunus b a Thabti ve ark., 2005
Gﬁney ab.cd Baule ve ark., 1997; Kabongo ve ark., 2003 ve Ularamu ve

Afrika

ark., 2013




1.3.5.3. Pestivirus H'nin Genetik ve Antijenik Cesitliligi

Pestivirus H suslar1 en az yaygin olan pestivirus tiirii olarak kabul edilebilir.
Bugiine kadar yapilan c¢alismalar Pestivirus H suslarinin 4 alt tipte (a-d)
siiflandirilabilecegini gostermistir. Pestivirus H-a Giiney Amerika'da (Brezilya) ve
Avrupa'da (italya) ve fotal bovine serum (FBS) kontaminantlar1 olarak tespit
edilirken, Pestivirus H-b Banglades'ten bildirilmis ek olarak Pestivirus H-c ve
Pestivirus H-d Hindistan'da tespit edilmistir (Giammarioli ve ark., 2015 Haider ve

ark., 2014 ve Mishra ve ark., 2014).

Sigirlarda dogal Pestivirus H enfeksiyonu su ana kadar ii¢ kitada, Giiney
Amerika (Brezilya ve Arjantin), Avrupa (Italya ve Tiirkiye) ve Asya'da (Tayland,
Hindigan, Banglades ve Cin) tespit edilmistir (Cortez ve ark., 2006; Decaro ve ark.,
2012; Haider ve ark., 2014; Mishra ve ark., 2014; Pecora ve ark., 2014; Shi ve ark.,
2020; Stahl ve ark., 2009; Timurkan ve Aydin, 2019). Pestivirus H kiiresel olarak
Pestivirus A ve Pestivirus B'den daha az yaygin olmasina ragmen, Kuzydogu
Brezilya'da en yaygin gevis getiren Pestivirus tiirii olarak bulundugu (Silveira ve
ark., 2017) ve Hindistan'da da yiliksek bir Pestivirus H siklif1 rapor edilmistir
(Mishra ve ark., 2014). Bu bilgilere ek olarak Pestivirus H kaynakli enfeksiyonlar
Brezilya'daki mandalarda (Cortez ve ark., 2006) ve Cin'deki koyun ve kegilerde de
bildirilmistir (Shi ve ark., 2018).

1.3.5.4. Pestivirus D'nin Genetik ve Antijenik Cesitliligi

Pestivirus D izolatlarinin bugiine kadar tanimlanan genotipleri filogenetik olarak
Pestivirus D-1'den Pestivirus D-8'e kadar sekiz genotip olarak tanimlanmistir (Becher
ve ark., 2003; Peletto ve ark 2016). Bu genotiplere ek olarak BD benzeri sendromlardan
sorumlu olan ve farkli genetik gruplar olusturan bagka kiiciikbas hayvan orijinli
pestiviruslart da tantmlanmistir. Bunlar; Tunus, Tunus benzeri ve Aydin benzeri olarak
adlandirilmistir (Becher ve ark. 2012; Postel ve ark., 2015 ve Thabti ve ark., 2005).

Son zamanlarda, bilinen Pestivirus tiirlerinden oldukga farkli olan ve yeni ortaya ¢ikan
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bir kiigiikbas hayvan pestivirusunu (OVPV) genetik ve antijenik olarak CSFV ile
yakindan iligkili oldugu bulunmus ve yeni bir tiir olarak tanimlanabilecegi

bildirilmistir (Casciari ve ark., 2020 ve Sozzi ve ark., 2019).

Cizelge 1.4. Ulkeler bazinda tespit edilen Pestivirus D suslarinin tablosu.

TUR ULKE KAYNAK

BDV-1 1talya Japonya, MekSikaa Hollanda, Becher ve ark., 1997 ve Vilcek ve
Yeni Zelanda, Isvicre, Ingiltere, ABD ark., 1998

Almanya Avusturya, Cin, Fransa,
BDV -2 o Becher ve ark., 2003
Almanya, Hindistan

Dubois ve ark., 2008; Giammarioli
BDV -3 Italya, Slovakya, Isvigre ve ark., 2011 ve Krametter-
Froetscher ve ark., 2007

Luzzago ve ark., 2016 ve Rossel

BDV -4 Fransa, Ispanya

ve ark., 2014
Dubois ve ark., 2008; Giammarioli
BDV -5 Fransa, Italya, Ispanya ve ark., 2015 ve Vega ve ark.,
2015
. Martin ve ark., 2015 ve Vega ve
BDV -6 Fransa, Italya
ark., 2015
BDV -7 Italya Giammarioli ve ark 2015
. L. Caruso ve ark., 2017 ve Stalder ve
BDV -8 Italya, Isvigre
ark., 2017
Aydin Benzeri Tiirkiye Oguzoglu ve ark., 2009
. B Ciulli ve ark., 2017 ve Thabti ve
Tunus Benzeri Fransa, Italya, Tunus
ar. 2005
Ovine pestivirus Italya Sozzi ve ark., 2019

1.3.6. Tiirler Arasi1 Gegis

Pestivirus tiirlerinin yapilan ilk taksonomik ayrimlarinda konakg¢1 spesifik bir
yol izlenmis ve virusun dogal konak¢isindan koken alan bir isimlendirme
kullanilmistir. Bu dogrultuda Pestivirus A, Pestivirus B, Pestivirus C ve Pestivirus D
enfeksiyonlarinin sadece dogal konak¢1 hayvan tiirlinde enfeksiyona neden
olabilecegi diisiiniilmiis olsa da, ilerleyen teknolojik gelisimler sayesinde bu bilginin
yaniltict oldugu ortaya ¢ikmis ve tiir spesifik olarak diisiiniilen viral ajanlarin bagka

tiirleri de etkileyebilecegi, bulasabilecegi ve onlar1 enfekte edebilecegi gercegi ile
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karsilasilmistir (Julia ve ark., 2009; Kaiser ve ark., 2017 ve Vilcek ve ark., 1997).
Bu baglamda; sigirlarin dogal konakgist oldugu Pestivirus A veya Pestivirus B’ nin
koyunlardan izole edildigi bir¢ok ¢alisma bildirilmistir (Eiras ve ark., 2017; Julia
2009 ve Krametter ve ark., 2010). Yapilan deneysel bir ¢alismada PI sigirdan
kegilere BVDVnin gecisi tespit edilmistir (Broaddus ve ark., 2007). Ispanya’da
koyun abortlari lizerine yapilan bir calismada koyunlarda Pestivirus B tespit edildigi
bildirilmistir (Partida ve ark., 2017). Arjantin’de koyunlarin Pestivirus A, Pestivirus
B ile ayr1 ayr1 ve bazi koyunlarin her iki tiir ile ayn1 anda enfekte oldugu bildirilmis
(Julia ve ark., 2009), Kuzey Amerika, Giineydogu Asya ve Afrika'da biiyiikbas
hayvan tilirlerinden baska tiirlerde de BVDV ile iligkili hastaliklarin bildirimleri
yapilmistir (Deng ve ark., 2012; Kim ve ark., 2009 ve Mingala ve ark 2009).
Kecilerden Pestivirus H izole edildigine dair bildirimler de yapilmistir (Shi ve ark.,
2018).

Tipki BVDV’nin koyunlarda tespit edilmesi gibi, Pestivirus D’nin de
sigirlarda tespitleri bildirilmistir. Isvigre’de 1170 koyun ve 923 sigirin dahil oldugu
ve bu hayvanlarin beraber beslendigi ahirlarda yapilan bir ¢alismada sigirlarin
Pestivirus D ile enfekte oldugu gozlenmistir (Braun ve ark., 2013). 2015 yilinda
deneysel olarak yapilan bir calismada sigirlar Pestivirus D ile enfekte edilmis, 2018
yillinda yapilan benzer bir arastirmada Pestivirus D yoOniinden enfekte edilmis
sperma ile gebe birakilmis hayvanlarda enfeksiyon gozlenmis, ancak virus yoniinden
persiste yavru tespiti yapilamamustir (Braun ve ark., 2019). Isvi¢re’de tam genom
sekanslar1 yapilan sigir, koyun ve domuz izolatlarindan aymi subgenotipe sahip

Pestivirus D elde edilmistir (Stalder ve ark., 2017).

1.3.7. Patogenez

Pestiviruslar oronazal yolla enfeksiyonu takiben orofarenksin epitel hiicrelerinde
ve lenfoid dokularinda replike olur. Fagositik hiicreler, Pestivirus ve/veya Pestivirus ile

enfekte olmus hiicreleri periferik lenfoid dokulara tasir, 2-4 giin sonra viremiye yol

acar ve virusu i¢ organlara yayar. Pestiviruslarin patogenezi etken, konak¢1 ve ¢evresel
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faktorler arasindaki karmasik bir etkilesimdir ve bu nedenle klinik belirtiler oldukca
degiskendir. Pestivirus suslarinin viriilans1 ve Pestivirusnun biyotipi (ncp ve cp)
etken agisindan baslica belirleyiciyken, bagisiklik durumu, bagisiklik yeterliligi ve
gebelik evresi konake1 agisindan belirleyici faktorleridir (Baker, 1995 ve Lanyon ve

ark., 2014).

Sitopatojen Pestivirus suslari ile enfekte olmus hiicre kiiltiirlerinde, hiicrelerin
yuvarlaklagmasi, ayrilmasi ve apoptoz nedeniyle hiicre oliimleri gozlenirken, ncp
Pestivirus ile enfekte olmus hiicrelerde mikroskobik olarak saptanabilir bir degisiklik
goriilmez. Ancak hem cp hem de ncp Pestivirus izolatlari, in vivo olarak T ve B
hiicrelerinin apoptozunu indiikler. Pestivirus ile konake1 etkilesimleri, bagisiklik
tepkisinin varligir ya da yoklugu ve klinik belirtilerin yoklugundan yiiksek oranda
Oldiiriici enfeksiyona kadar oldukca degiskendir. PI hayvanlarda Pestivirus
replikasyonu veya viral bulasma i¢in hastalik olusmasi zorunlu degildir. Virusun
fetlise ve lenfatik organlarin hiicrelerine olan afinite nedeniyle lireme problemleri
veya immiinosupresyon Pestivirus enfeksiyonlarinin  baslica  sonuglaridir.
Pestivirus'un lenforetikiiler dokulara olan giiglii affinitesi, lenf diigiimlerinde ve
dalakta nekroza ve Peyer plaklarinin tahrip olmasina neden olur. Ayrica fetiisiin
cesitli dokularinda, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile nekrotizan inflamatuar
reaksiyon bildirilmistir. Pestivirus patogenezi ile iliskili dort ana sendrom; akut
enfeksiyon, transplasental enfeksiyon, kalici-persiste enfeksiyon ve mukozal hastalik

(MD) olarak tanimlanmustir (Baker, 1995 ve Lanyon ve ark., 2014).

1.3.8. Epizootiyoloji ve Klinik Bulgular

1.3.8.1. Bulasma

Pestivirus bulagini etkileyen dort ana faktor; virus tiiriiniin bulasiciligi (virulans),
enfekte ve duyarli hayvanlar arasindaki belirli zaman periyodunda yeterli temas sayisi,
bir siiriideki bulastirici hayvanlarin prevalansi ve duyarli hayvanlarin varligidir.

Pestivirus enfeksiyonlarinda 2 tip bulagsma vardir. Bunlardan ilki enfekte hayvanlarla
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oro-nazal yoldan dogrudan temas ile horizontal olarak gerceklesir. Horizontal gegis
gecici olarak enfekte (TI) hayvanlar ve/veya PI hayvanlar tarafindan sagilan nazal
veya okiiler akinti, siit veya kolostrum, semen, idrar, digki gibi tiim sekret ve
sekresyonlar yolu ile gergeklesir (Van Campen ve Frolich, 2001). Bir siiriide bulunan
TI bogalar spermalar1 vasitasi ile Pestivirus kaynakli bir enfeksiyonu bulagtirabilir. Bu
tiir bogalarda virus 28 giine kadar saptanabilir (Kirkland ve ark., 1994). Buna karsilik,
PI bogalar hayatlariin her doneminde spermalari ile virus sagarlar ve TI hayvanlarin
spermlerine oranla PI hayvanlarin spermlerinde daha ytiksek titrede virus bulunur. TI
veya PI bogalardan elde edilen sperm ile suni tohumlama veya ayni bogalar ile dogal
asim yaptirilan seronegatif inekler akut enfekte olurlar. Kalabalik ahir ortami, aerosol
bulagsmayr miimkiin kilan ¢evresel kosullar, kontamine materyaller, kontamine canl
agilar akut enfekte hayvanlardan seronegatif hayvanlara horizontal bulagma

nedenlerinin en 6nemlileridir (Fulton ve ark., 2003 ve Niskanen ve Lindberg, 2003).

Diger bir bulagsma sekli de plasenta yoluyla vertikal bulasmadir ki; bu bulasma
yolu hastaligin epidemiyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Bu bulagma sekli gebe
hayvanlar icin ¢ok onemlidir. Iki Pestivirus biyotipinden biri olan sitopatojenik
olmayan biyotip, bagisiklik sistemleri gelismeden Once prenatal olarak fetiisii enfekte
ederek, persiste enfeksiyona neden olur. Persiste enfeksiyonda, gebe hayvanin
gebeliginin hangi doneminde bu virusu aldigi 6nemlidir. Eger yavruda bagisiklik
sistemi gelismeden virus plasentaya ulagirsa, persiste enfeksiyon sekillenebilir. Sigirlar
icin bagisiklik sisteminin olgunlagsmasi gebeligin 90-125 giinleri arasinda, koyunlar
icin gebeligin 60-80. giinleri ve kegiler i¢cin gebeligin 80—100. giinleri arasindadir
(Hewicker-Trautwein ve Trautwein, 1994a; Hewicker-Trautwein ve ark., 1994b ve

Oguzoglu, 2008).

Pestivirus enfeksiyonlarinin bulasmasinda genellikle evcil gevis getirenlerden
yabani gevis getirenlere veya tam tersi olarak gecis oldugu bilinmekteyken, Cin’de
yapilan bir ¢aligmada kan emen bir ektoparazit olan Melophagus ovinus'tan Pestivirus
D izole edildigi ve Melophagus ovinus'un Pestivirus D tastyicist olarak potansiyel bir
rolii olabilecegi bildirilmistir (Liu ve ark., 2019). Pirene kiirkii i¢in beslenen

tavsanlarda yiiksek oliimlii salginlarla iliskili bir calismada ise, Avrupa tavsaninin
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(Lepus europaeus), ciftlik hayvanlart i¢in potansiyel bir pestivirus rezervuari

olabilecegi tanimlamistir (Colom-Cadena ve ark., 2016).

1.3.8.2. Enfeksiyon

1.3.8.2.1. Akut Enfeksiyon

Akut Pestivirus enfeksiyonlari, seronegatif (immun kompetent olmayan)
eriskin sigirlarda hafif semptomlarla karakterizedir. Bu enfeksiyon kaynakli hastalik
bazen subklinik, bazen de siddetli semptomlarla birlikte goriilebilir. Pestivirus
suslarinin virulansi, akut enfeksiyonun sonucunun temel belirleyicisidir. Replikasyon
farkliliklarinin Pestivirus suslarinin virulansi iizerinde biiyiik etkisi vardir ¢linkii en
yiiksek diizeyde viremiye neden olan suslar en siddetli klinik semptomlara neden
olmaktadir (Walz ve ark., 2001). Akut Pestivirus enfeksiyonlar1 ayrica hem B hem
de T lenfositlerin azalmasina ve buna bagli olarak immunsupresyona neden olarak
enfekte hayvanda bagisiklik fonksiyonlarinin baskilanmasina yol agar (Chase ve ark.,
2004). Pestiviruslarin neden oldugu immunsupresyon, yalnizca enterit veya solunum
semptomlarina neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda organizmanin diger ajanlara
kars1 savunmasizligini artirir ve sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin gelisimine agik

hale getirir (Baker, 1995).

1.3.8.2.2. Transplasental Enfeksiyon

Pestiviruslarin en biiyiik ekonomik etkisi, hayvanlarda gebelik sirasinda veya
hemen oOncesinde akut enfeksiyon, suni tohumlama veya dogal asim yoluyla
kontamine sperma kaynakli intrauterin ve transplasental enfeksiyona neden olma
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Pestivirus kaynakli sekillenen fotal enfeksiyonun
sonucu, enfeksiyon aninda fotal bagisiklik sisteminin hangi gelisim asamasinda
olduguna baghdir. Gebeligin ilk iki trimesterindeki fotal enfeksiyonlar iiremeyle
ilgili ciddi problemlere, persiste enfeksiyonlara, fotal Oliimlere, diisiiklere veya
konjenital anomalilere neden olur (Brownlie ve ark., 1998). Pestiviruslara bagli yavru

atiklar1 cogunlukla gebeligin erken evrelerinde meydana gelse de, bu atiklar gebeligin
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gec evresinde de meydana gelebilir. Geg gebelikte bagisiklik sistemi yeterli bir
fotiistin intrauterin enfeksiyonu, hastaligin akut evresine benzerlik gosterir. Pestivirus
kaynakli kongenital anomaliler c¢ogunlukla gebeligin ortasinda ortaya ¢ikar ve
bagisiklik, deri, kas-iskelet, sinir veya solunum sistemini etkileyen sonuglari olabilir

(Hewicker-Trautwein ve Trautwein, 1994 ve Oguzoglu, 2008).

1.3.8.2.3. Persiste Enfeksiyon

Pestiviruslar, konak¢1 popiilasyonunda kalict olmak ve yayilmak igin persiste
enfeksiyona neden olabilme 6zelliklerini kullanirlar. Gebeligin ilk ti¢ ayinda, lenfoid
dokular ve fonksiyonel bagisiklik tepkileri gelismeden dnce fotiisiin ncp Pestivirus
suglar ile enfeksiyonunun ardindan PI hayvanlar dogar (McClurkin ve ark., 1984).
Gebe hayvanlarda meydana gelen akut Pestivirus enfeksiyonu, PI yavru olusumunun
temel nedenidir. Bu durum, yalnizca Pestiviruslarin ncp biyotipine 0Ozgiidiir.
Immiinotolerans, adaptif bagisiklik sisteminden tamamen kagmmaya ek olarak, ncp
Pestivirus enfeksiyonunu takiben IFN-I sentezinin inhibisyonu yoluyla fetiiste

dogustan gelen bagisikligin segici olarak ortadan kaldirilmasi ile gelisir.

1.3.8.2.4. Mukozal Hastalhik

Mukozal hastalik (MD), ¢ogunlukla 6-24 aylik hayvanlarda, bazen de daha
yaslt yetiskin hayvanlarda ortaya cikabilen, sporadik ve Pestivirus tiirlerinin ncp ve
cp biyotiplerinin bir arada varligi ile iliskili oldukga 6liimciil bir hastaliktir. MD'nin
mekanizmasina iligkin ilk hipotez, bu hastaligin yalnizca PI hayvanlarda gelistigi
yoniindeyken, ikinci hipotez bu hastalig1 geciren hayvanlarin hastalik siiresince ncp
sus ile birlikte bir cp virusu barindirdig1r seklindedir (Bolin ve ark., 1985 ve
McClurkin ve ark., 1985). Daha sonra ayn1 hayvana ait ncp ve cp suslar arasindaki
yakin antijenik iliskinin MD gelisimi i¢in zorunlu oldugu tespit edilmistir (Meyers
ve ark., 1991). Mukozal hastalik, PI hayvanlarda, bulanan ncp biyotipteki Pestivirus

tlirliniin, cp biyotipine mutasyonlar sonucu doniisiimii ile sekillenebilir. Siipheli
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hayvanlarda sekillenen akut MD, esas olarak hiicresel dizilerin eklenmesi, viral
dizilerin kopyalanmasi ve silinmesi ile sonuglanan rekombinasyon olaylarindan
kaynaklanan cp susa Ozgii genomik degisikliklerden kaynaklanir. Genomik
degisiklikler, enfekte hiicreler i¢in apoptotik bir sinyal saglayan NS3 protein iiretimini
arttirir. NS3 geninin yukari akigina ubiquitin kodlama dizilerinin eklenmesi ve NS2-3
boliinme bolgesinin yukari yonde artisina NS2 igine konak¢i hiicre kaynakli Jiv
dizilerinin eklenmesi en yaygin olarak gézlenen genomik degisikliklerdir (Becher ve
Tautz 2011 ve Tautz ve ark., 1993). MD hastaliginin bir bagka meydana gelme yolu
da, PI hayvanlarin cp biyotipte ve antijenik olarak ncp biyotipteki virusa yakin, bagka
bir Pestivirus ile enfekte olmalari (siiperenfeksiyon) ile ortaya ¢gikar. MD’e yakalanan
hayvanlarda, hastaligin ortaya c¢ikmasindan 6nce yapilan incelemelerde Pl
hayvanlarda ncp BVDV ile enfekte olmus hiicrelere kiyasla daha yiiksek sayida cp
BVDV ile enfekte olmus hiicre bulunmustur. Kronik MD'de, Pl hayvanlarda bulunan
ncp virusun antijenik 6zellikleri ve ekzojen kaynakli siiperenfeksiyona neden olan cp
viruslar daha farklidir. Siiperenfeksiyon geciren bu tiir hayvanlar klinik olarak uzun
bir siire prognozlar kétiidiir. Bazi1 durumlarda, MD siiperenfeksiyondan birkag¢ hafta
sonra gelisebilir ve bu durum gec baslangicli MD olarak bilinir. Bu hayvanlarda
bulunan cp viruslar, ayn1 hayvanda cp ve ncp viruslarin rekombinantlaridir. Bu cp
viruslar; yapisal genlerini ncp virustan, yapisal olmayan genlerini de cp virustan
almislardir (Becher ve Tautz, 2011).

1.3.8.2.5. Klinik Belirtiler

Yetigskin hayvanlarda BVDV enfeksiyonlarinin ¢ogu subklinik veya hafiftir.
Bununla birlikte, bazi1 suslar 6limlii ciddi hastaliklara neden olabilir. 5-7 giinliik
kulugka doneminden sonra ates, depresyon, istahsizlik, okulonazal akinti ve bazen
erozyonlar, si1g iilserasyonlar gibi oral lezyonlar goriiliir (Baker, 1987). Buzagilarda,
ara sira Olimciil enterit ile solunum ve gastrointestinal semptomlar ortaya c¢ikar.
Biiylime gecikir ve PI buzagilar ¢ogunlukla siitten kesilmeden 6nce oliir. BVDV
bogalarda cinsel organlarda enfeksiyonlara neden olur, bu sebepten PI bogalardan elde

edilen semen enfektiftir. Diisiik motilite ve sperm hiicrelerinin anormal morfolojisi
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nedeniyle semen kalitesi diiser. Bu bogalardan elde edilen semen ile yapilan suni
tohumlama veya dogal dollenme disi hayvanlarda dol tutamama problemlerine neden
olur. BVDYV ile enfekte siiriilerde siirekli tohumlanmaya ragmen disi hayvanlarda gebe
kalamama ve buna bagli olarak para ve zaman kayb1 gozlenir (Meyling ve Jensen,

1988).

Mukozal hastaligin belirgin 6zellikleri ates, istahsizlik, ataksi ve genel halsizlik
ile birlikte kanli ishaldir. Mortalite genellikle %100'diir ve klinik belirtilerin
baslamasindan sonraki 15 giin i¢inde sekillenir. Postmortem sirasinda gastrointestinal
sistemde, 0zellikle mukozadaki bagirsakla iliskili lenfoid dokuyu (GALT) etkileyen
yaygin llseratif lezyonlar gozlenir (Baker, 1987).

BD enfeksiyonlarinda klinik belirtiler arasinda zayif kuzularin dogumu ve yeni
doganlarda persiste enfeksiyonlar (PI) bulunur. Persiste enfeksiyonun nedeni fotiisler
virusa olgunlagmamis bir bagisiklik sistemi ile maruz kalmalaridir. Bu PI kuzular
viremiktir, antikor negatiftir ve yasamlar1 boyunca virus yayarak bir siiriideki ana
enfeksiyon kaynagi haline gelirler (Oguzoglu, 2012). D6l tutmama veya erken
embriyonik Oliimler, abortlar, zayif/yasama giicii diisiik yavru dogumlari; biiylime ve
gelismede geriligi gosteren yavru dogumlari; yapag kalitesinde bozukluk gdsteren
yavru dogumlar1 (kopek kili goriiniimii ya da yagh yapagi sendromu) karakteristik

klinik bulgulardandir (Oguzoglu, 2008).

1.3.8.3. Bagisiklik ve immunosupresyon

Pestivirusa kars1t bagisiklik tepkileri asilama, enfeksiyon, c¢apraz reaktif
Pestivirus tiirlerine maruz kalma veya pasif olarak kolostrum yoluyla gelisir.
Pestivirusa kars1 antikor yaniti, enfeksiyondan 2-3 hafta sonra olusur, yaklasik 10-12
hafta sonra platoya ulasir ve uzun siire sabit olarak devam eder. Kolostrum yolluyla
alian pasif antikorlar, yeni dogan buzagiyi pestivirus enfeksiyonundan korur. Yapisal
proteinler, E2 ve E™ ve yapisal olmayan protein NS3 (P80), immiinodominant

proteinlerdir ve Pestivirus enfeksiyonunu takiben Onemli antikor tepkilerini
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indiiklerler. E™ ve NS3, nétralize edici olmayan antikorlar1 ortaya ¢ikarirken, E2
glikoproteini noétralize edici antikorlar1 uyarir bu sebepten dolay1r koruyucu
bagisikligin ana belirleyicisidir (Chase ve ark., 2015), Inaktif asilarla asilanmis
sigirlar, zayif bir NS3 antikor yanit1 gelistirirken, dogal enfeksiyon veya modifiye
canlt as1 ile agilamanin ardindan gii¢lii bir NS3 antikor yanit1 ortaya ¢ikar (Ridpath,

2013).

Pestiviruslar, sigirlarda hiicresel immun yanitin genel inhibisyonuna neden
olur. Pestivirus sugsunun virulansina bagl olarak hafif (%10-20 azalma) veya siddetli
lenfopeni (%50-60 azalma) sekillenir. Bu durumdan sitotoksik T-lenfositler (CD8"),
yardimei T-lenfosit (CD4") hiicrelerinden daha fazla etkilenir (Brodersen ve Kelling
1999). Ayrica Pestiviruslar monositleri, dendritik hiicreleri ve makrofajlar
etkileyerek, monosit ve makrofajlarin toll benzeri reseptorlerin (TLR) islevini,
sitokinlerin ekspresyonunu ve kostimiilator molekiilleri degistirebilir. Bu durum da
onlarin yardimer T hiicrelerini uyarma yetenekleri tizerinde olumsuz bir etkiye neden
olur (Brodersen ve Kelling 1999). Pestivirus kaynakli E™ ve NP, persiste
enfeksiyonlarin olugsmasi ve siirdiiriilmesinde ¢ok Onemlidir ¢iinkii dogustan gelen
bagisiklik tepkisini IFN-1 indiiksiyonunun 6nlenmesi ile engellerler (Meyers ve ark.,

2007).

1.3.9. Tam

1.3.9.1. Konvansiyonel Yontemler

1.3.9.1.1. Virus izolasyonu

Virus izolasyonu (VI), pestivirus teshisi i¢in OIE tarafindan 6nerilen altin
standart testtir. VI, MDBK veya BT (sigir turbinata) gibi spesifik hiicre hatlarinda
virus ¢ogaltilmasina ve ardindan spesifik antikorlar veya molekiiler yontemler
kullanilarak tespit edilmesine dayanir. VI i¢in kullanilan hiicreler ve serum, pestivirus

antijeni ve antikoru icermemelidir. Pestivirus izolatlarinin ¢ogu ncp biyotipi
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oldugundan, E™ veya NS3'e 6zgii monoklonal antikorlar kullanilarak immun boyama
veya immiinofloresan ile tespit onemlidir. cp suslarda karakteristik sitopatik etkiler
gozlenir. VI, hayvanlarda viremiyi saptar ve PI varligin1 dogrulamak i¢in kullanilir.
Direkt immunperoksidaz testi, PI hayvan tespiti i¢in yaygin olarak kullanilir. Kolostral
antikorlar, PI hayvanlarda Pestivirus tiirlerini maskeleyebilir ve bunlarin saptanmasini

engelleyebilir (Paton ve ark., 1995).

1.3.9.1.2. Antijen ELISA

Lokositler veya serum numunelerinde viral antijenin dogrudan tespiti, Pestivirus
antijen ELISA ile yapilabilir. Antijen ELISA genellikle PI hayvanlarin taramasi i¢in
Onerilen bir yontemdir ancak gegici olarak enfekte olmus hayvanlar1 da tespit
edebilir. Bu nedenle PI hayvanlarin durumunu dogrulamak i¢in 4-6 hafta sonra bir
takip numunesi daha test edilmelidir. Test, monoklonal antikorlar kullanan sandvig
ELISA prensibine dayanir ve genellikle periferik kan 18kositlerinde, plazmada veya
serumda BVDV NS2-3 veya E™ antijenini tespit eder. Testin uygulanmasi kolay ve
hizli olmasina ragmen, duyarliligi ve ozgiilliigli diistiktiir. Ayrica, yanlis pozitifler
olagandis1 degildir. E™ mAb tabanli Antijen ELISA, bovine pestivirus'un {i¢ tiirlinii
de, Pestivirus A, Pestivirus B ve Pestivirus H'yi tespit edebildigi icin tercih edilir

(Goktuna ve Yesilbag, 2017 ve Mishra ve ark., 2014).

1.3.9.1.3. Virus Notralizasyon Testi (VNT)

VNT, anti-BVDV antikorlarin1 tespit etmek i¢in altin standart testtir (OIE,
2017). Serokonversiyonun gosterilmesi i¢in hem akut hem de nekahat dénemi
serumlart aym1 anda test edilmelidir. Test, %50 noétralizan antikor degerin
belirlenmesine dayanir ve BVDV'nin hem cp hem de ncp suslari i¢in kullanilabilir.
Pestivirus tiiriine 6zgili lokal izolatlar kullanilmalidir, ¢iinkii belli bir Pestivirus
tiirline kars1 olugsmus diisiik antikor seviyeleri, baska bir Pestivirus tiirii i¢in kullanan

bir VNT tarafindan tespit edilemeyebilir. Pestivirus tiirlerinin, tiirler aras1 gecis
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ozelliginden ve serolojik ¢apraz reaktivite meydana gelebilme olasiligindan dolayz,
serolojik ayirici tani i¢in test edilen Pestivirus susuna karsi ayirict notralizasyon testi

de es zamanli olarak yapilmalidir (Kirkland ve Macintosh, 2006).

1.3.9.2. Molekiiler Yontemler

1.3.9.2.1. Reverse Transcriptase Polimeraz Chain Reaction (RT-PCR)

RT-PCR testleri, akut olarak enfekte olmus hayvanlari, PI hayvanlar1 ve
modifiye canli asilarla agilanmis hayvanlar1 hizlh sekilde saptayabilir ancak pozitif
hayvanlarin durumunu tanimlamak icin takip testleri gereklidir. Birka¢ RT-PCR
protokolii glinlimiize kadar gelistirilmis ve degerlendirilmistir. Bu gelismelerin
sonucunda  giiniimiizde  Pestivirus  kaynakli  hastaliklarin  teshisi  i¢in
kullanilmaktadirlar. Kan, serum, siit, folikiiler sivi, tiikiirik ve doku Ornekleri de
dahil olmak {izere bir¢ok Ornek tiirli RT-PCR ile basarili bir sekilde test edilebilir
(Dubovi, 2013). Bununla birlikte, capraz kontaminasyondan kaynaklanan yanlis

pozitif vakalar nedeniyle niikleik asit bazli testler sirasinda 6nlemler alinmalidir.

1.3.9.2.2. Ger¢ek Zamanh RT-PCR

Gergek zamanli RT-PCR testi, eszamanli Olgme ve genotiplendirme
sagladigindan, sonuglarin elde edilmesindeki hizlilig1 nedeniyle giinlimiizde teshis i¢in
daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestivirus tiirlerinin teshisi, genetik
tiplendirilmesi ve 5’UTR'yi hedefleyen primerler ve problar kullanilarak diger
Pestiviruslardan ayirt edilmesi i¢in uniplex, duplex veya multiplex formatlarinda
birkag gergek zamanli PCR testi ticari olarak mevcuttur (Baxi ve ark., 2006; Hoffmann

ve ark., 2006; Liu ve ark., 2008 ve Willoughby ve ark., 2006)
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1.3.9.2.3. Dizileme ve Yeni Nesil Dizileme

BVDV'in genetik tiplemesi, BVD epidemiyolojisi ve kontrolii sirasinda
faydal1 bilgiler saglar. Pestivirus suslarinin daha dogru genetik tiplemesi, niikleotid
dizilemesinden veya yeni nesil dizileme metodlarindan elde edilen verilerin
filogenetik analizler ile islenmesi sonucu yapilir. Pestivirus tlir atamasi i¢in 5’UTR'nin
dizi analizi kullanilabilse de NP ve E2 genlerinin dizi analizi veya tiim genom
analizleri, dogru bir sekilde siniflandirabilme yapabilmek icin kullanilabilir (Becher

ve ark., 2003 ve Vilcek ve ark., 2001).

1.3.10. Onleme ve Kontrol

Baslangicta pestivirus kaynakli enfeksiyonlarin kontroliiniin - miimkiin
olmadig1 diislinlilse de, bir¢ok Avrupa iilkesinde BVDV kontrol programlarinin
basaril bir sekilde uygulanmastyla yillar i¢inde 1yi planlanmais bir dizi kontrol stratejisi
tasarlanmistir. Kontrol programlari i¢in ortak stratejiler, PI hayvanlarin tanimlanmasi
ve uzaklastirilmasi, enfekte hayvanlarin hareket kontrolii, ¢iftlik biyogiivenligi ve
gbzetimidir. Iskandinav iilkeleri, Avusturya ve Isvi¢re'de asisiz BVD kontrol
programlar1 basariyla uygulanirken, Almanya, Belgika, Irlanda ve Iskogya'da asili
kontrol uygulanmistir (Moennig ve Becher, 2018). Zorunlu ve sistematik kontrol
programlari, goniillii kontrol programlarindan daha basarili bulunmus olsa da, ¢cogu

iilkede BVD kontroliine iligkin resmi kilavuzlar bulunmamaktadir.

Pestivirus kaynakli enfeksiyonlar1 dnlemek amaciyla sigir popiilasyonlarinda
bagisiklig1 artirmak, Pestivirus viremisini azaltmak ve fotal enfeksiyona bagl
olarak sekillenen PI buzagi olusumunu 6nlemek i¢in modifiye canli (MLV) ve
inaktif asilar kullanilmaktadir. Asilama, akut ve persiste enfeksiyonlarin
insidansini azaltabilmesine ragmen, hayvanlarda bireysel olarak sekillenmis tiim

enfeksiyonlar1 6nlemede basarisiz olabilmektedir. Bunun nedeni, Pestivirus alt
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tirlerinin (Pestivirus A, Pestivirus B, Pestivirus H, Pestivirus D) varligi ve
cesitliliginden kaynaklanmaktadir. Hali hazirda ticari olarak temin edilebilen BVD
asillarinin ¢ogu, BVDV-la, BVDV-1b, BVDV-2a antijenlerini veya farkh
kombinasyonlarin bivalan asilarini icerir ancak Pestivirus H'ye karsit herhangi bir as1
mevcut degildir. Asilama calismalari, saha kosullarinda etkili olmasina ragmen, tek
basma kullanildiginda BVDV'nin neden oldugu klinik hastaligin  ortadan
kaldirilmasina veya BVDV kayiplarinda 6nemli bir azalmaya neden olmamuistir
(Ridpath, 2013). Pestivirus D ig¢in standart bir as1 yoktur, ancak deneysel olarak
inaktif bir ag1 Uiretilmistir (Brun ve ark., 1993).

Bu bilgiler 1s181inda planlanan bu tez ¢aligsmasinda;

v Ruminantlarda sirkiile olan pestivirus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisi,

v’ Porzitif olgularda bireylerdeki  enfeksiyonun klinik  d6éneminin

(akut/kronik/persiste) belirlenmesi,

v Molekiiler teknikler kullanilarak saha 6rneklerindeki pestivirus tiirlerinin ve

alt tiplerinin aydinlatilmasi,

v' Pestiviruslarin tiirler arasi (sigir/koyun/ke¢i/manda vb ruminantlar) gecis

potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi,
v" Elde edilen verilerin; pestivirus enfeksiyonlariyla kontrol ve miicadelede

kullanilacak stratejilerin belirlenmesine yardimer veri tabanini olusturmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Doktora tez calismasi kapsaminda, Marmara Bolgesi biiyiikk ve kiigiikbas
hayvancilik isletmelerinden gonderilen kan, organ ve abort ornekleri (n=87) ile
Ulkemize ihracat yolu ile gelen ve millilestirme islemine tabi olmadan &nce
karantinada tutulan hayvanlardan alinan kan 6rnekleri (n=28) olmak iizere toplam 115
adet ruminant 6rnegi Tarim ve Orman Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii

Etik Kurulu’nun 02.07.2019 tarih ve 11/2019 (Ek-1) sayili karari ile aragtirilmistir.

2.1.1. Materyal

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) igeren kan tiiplerine alinan tam kan ve
natif amagla alinan serum 6rnekleri ile abort ve/veya 6lii ruminantlardan alinan organ
ve dokular; Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Viral Teshis Laboratuvarina soguk
zincir altinda ulastirildi. Kan numuneleri 4 °C’de, doku ornekleri -20 °C’de

muhafaza edildi. Orneklerin alindig1 hayvanlara ait lokasyon bilgileri kaydedildi
(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Elde edilen tiim numunelerin (n=115) hayvan tiirli, numune sekli ve lokasyon bilgileri.

Kod Tiir Numune sekli Lokasyon Kod Tiir Numune sekli Lokasyon
Numarasi Numarasi
A01 Sigir Kan / Serum Kirklareli Co3 Sigir Kan / Serum ithalat
A02 Koyun Atik Fetiis Balikesir Co04 Sigir Kan / Serum ithalat
A03 Sigir Kan / Serum Kirklareli Co05 Sigir Kan / Serum ithalat
A04 Sigir Kan / Serum Kirklareli Co06 Sigir Kan / Serum ithalat
A05 Sigir Kan / Serum Kirklareli co7 Koyun Atik Fetiis Diizce
A06 Sigir Kan / Serum Kirklareli Co08 Koyun Atik Fetiis Diizce
A07 Sigir Kan / Serum Kirklareli C09 Kegi Kan / Serum Kocaeli
A08 Sigir Kan / Serum Kirklareli C10 Sigir Atik Fetiis Yalova
A09 Sigir Kan / Serum Kirklareli C11 Sigir Kan / Serum Balikesir
A10 Sigir Kan / Serum Kirklareli C12 Koyun Kan / Serum ithalat
All Sigir Kan / Serum Kirklareli C13 Sigir Kan / Serum ithalat
Al2 Sigir Kan / Serum Kirklareli C14 Sigir Kan / Serum ithalat
Al13 Sigir Kan / Serum Kirklareli C15 Sigir Kan / Serum Kirklareli
Al4 Sigir Kan / Serum Kirklareli C16 Sigir Kan / Serum Edirne
AlS Sigir Kan / Serum Bursa C17 Sigir Kan / Serum Edirne
Al6 Sigir Kan / Serum Canakkale C18 Sigir Kan / Serum Ithalat
Al17 Sigir Kan / Serum Kirklareli C19 Kuzu Organ Bursa
Al8 Sigir Kan / Serum Kirklareli C20 Koyun Atik Fetiis Kirklareli
A19 Sigir Kan / Serum Kirklareli C21 Sigir Kan / Serum Ithalat
A20 Sigir Kan / Serum Kirklareli C22 Sigir Kan / Serum Ithalat
A21 Keci Atik Fetiis Balikesir C23 Sigir Kan / Serum Ithalat
A22 Sigir Kan / Serum ithalat C24 Buzagi Organ Edirne
A23 Sigir Kan / Serum Ithalat C25 Sigir Kan / Serum Ithalat
A24 Sigir Kan / Serum Ithalat C26 Sigir Kan / Serum Ithalat
A25 Sigir Kan / Serum ithalat C27 Sigir Kan / Serum ithalat
A26 Sigir Kan / Serum Ithalat C28 Sigir Kan / Serum Ithalat
BO1 Sigir Kan / Serum Bursa C29 Sigir Kan / Serum Ithalat
B02 Sigir Kan / Serum Ithalat C30 Koyun Atik Fetiis Bursa
B03 Keci Organ Edirne C31 Kegi Organ Canakkale
B04 Sigir Atik Fetiis Kocaeli C32 Koyun Atik Fetiis Kocaeli
B05 Koyun Organ Kocaeli C33 Koyun Atik Fetiis Istanbul
B06 Sigir Kan / Serum ithalat C34 Oglak Organ Tekirdag
B07 Keci Organ Canakkale C35 Kegi Atik Fetiis Tekirdag
B08 Koyun Organ Kirklareli C36 Keci Atik Fetiis Sakarya
B09 Koyun Kan / Serum Ithalat C37 Sigir Atik Fetiis Diizce
B10 Sigir Atik Fetiis Tekirdag C38 Sigir Atik Fetiis Bursa
B11 Koyun Organ Bilecik C39 Koyun Atik Fetiis Sakarya
B12 Sigir Organ Canakkale C40 Sigir Atik Fetiis Canakkalle
B13 Sigir Kan / Serum Kirklareli C41 Koyun Atik Fetiis Istanbul
B14 Sigir Kan / Serum Kirklareli C42 Koyun Organ Canakkale
B15 Sigir Kan / Serum Kirklareli C43 Koyun Atik Fetiis Bursa
B16 Sigir Kan / Serum Bursa D01 Keci Atik Fetiis Diizce
B17 Sigir Kan / Serum Bursa D02 Sigir Kan / Serum Ithalat
B18 Sigir Kan / Serum Bursa D03 Koyun Atik Fetiis Balikesir
B19 Sigir Kan / Serum Bursa D04 Keci Atik Fetiis Edirne
B20 Sigir Kan / Serum Bursa D05 Koyun Atik Fetiis Yalova
B21 Sigir Kan / Serum Bursa D06 Sigir Kan / Serum Balikesir
B22 Sigir Kan / Serum Bursa D07 Sigir Kan / Serum Diizce
B23 Sigir Kan / Serum Bursa D08 Sigir Kan / Serum Ithalat
B24 Sigir Kan / Serum Bursa D09 Sigir Atik Fetiis Diizce
B25 Sigir Kan / Serum Bursa D10 Koyun Organ Kocaeli
B26 Sigir Kan/ Serum Edirne D11 Kegi Atik Fetiis Canakkale
B27 Sigir Atik fetiis Edirne D12 Manda Atik Fetiis Kocaeli
B28 Koyun Organ Canakkale D13 Kegi Fetiis Canakkale
B29 Kegi Organ Canakkale D14 Kegi Atik Fetiis Edirne
B30 Koyun Organ Kirklareli D15 Koyun Organ Istanbul
Co01 Sigir Kan / Serum ithalat D16 Kegi Atik Fetiis Canakkale
Co02 Sigir Kan / Serum ithalat
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2.1.2. Hiicre ve Referans Viruslar

Molekiiler tani testlerinin optimizasyon c¢alismalarinda kullanilmak iizere
referans Pestivirus suslar1i olarak BVDV icin NADL-cp, Border Disease icin
Moredun-cp se¢ilmis olup, bu viruslarin tiretiminde MDBK ve SFTR hiicreleri
kullanildi. Referans viruslar ve iiretildikleri hiicre kiiltiirleri; Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali virus ve hiicre koleksiyonundan temin

edildi..

2.1.3. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Tez calismalarinda kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeleri ticari

olarak temin edildi ve Cizelge 2.2’de sunuldu.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve Sarf Malzemeleri

Kimyasalar Firmalar

Agaroz Jel Grisp, Portekiz

TAE Buffer Grisp, Portekiz

Mutlak etanol Merck, Almanya

Etidiyum bromit Promega, ABD

Yiikleme tamponu Grisp, Portekiz

Pipet 10ul Kirgen, Cin

Pipet 100ul Kirgen, Cin

Pipet 200ul Kirgen, Cin

Pipet 1000ul Kirgen, Cin
Microcentrifuge tube 1,5 ml Thermo Scientific, Litvanya
Water Molecular biology grade Thermo Scientific, Litvanya
Random Hexamer Primer Thermo Scientific, Litvanya
RevertAid Reverse Transcriptase Thermo Scientific, Litvanya
dNTP Mix Thermo Scientific, Litvanya
Taq DNA Polymerase Thermo Scientific, Litvanya
Universal Ladder Grisp, Portekiz

Nitril Eldiven Large

PBS Solution w/o Ca2+,Mg2+
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2.1.4. Ticari Kitler

Tez calismasinda kullanilan ticari kitlere ait bilgiler, Cizelge 2.3°de

sunuldu.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan ELISA, ektraksiyon ve PCR kitleri.

Kitler Firmalar

BVDV Ag/Serum Plus ELISA IDEXX, Isvicre

2x Master Mix with Dye Grisp, Portekiz

DNA Purification Kit Roche, Almanya
2.1.5. Cihazlar

Tez calismasinda; Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi, Viral Teshis

Laboratuvarina ve Molekiiler Genetik Laboratuvarina ait cihazlar kullanilmis

olup, cihazlara ait bilgiler Cizelge 2.4’de sunuldu.

Cizelge 2.4. Calismada kullanilan cihazlar listesi.

Cihazlar

Firmalar

-20 ve -80 °C derin dondurucu
Laminar flow

Magna-Lyser doku parcalayici
Sogutmali Santrifiij

Vorteks

Kuru blok 1sitict

Sogutmali mikrosantrifiij
Termal Cycler

Hassas terazi

Mikrodalga firin

Elektroforez cihazi
Trans-illuminator

Jel Goriintiileme Sistemi

Sanyo, Japon
Heraeus, Almanya

Roche, ABD

Sigma, ABD

Heidolph Reax Top, Almanya
Techne, UK

Hettich micro 22 R, Japon
Biorad, Amerika

Presica, Isvicre

Beko, TR

Biorad 300v

312 Vilber Lourmat
Poloroid, GelCam, UK
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2.2. Yontem

2.2.1. Kan Numunelerinin Hazirlanmasi

Tam kan 6rnekleri; 4 °C’de 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi, her 6rnege ait plazma ve 16kosit kisimlar1 ayrilarak stok tiliplere konuldu ve
-80 °C’de depolanarak saklandi. Viral niikleik asit izolasyonu amaciyla stok

orneklerden 0,5 ml alinarak, 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarildi.

2.2.2. Organ ve Doku Numunelerinin Hazirlanmasi

Soguk zincirde laboratuvara ulastirilan organ ve doku numuneleri, Viral Teshis
Laboratuvarinda bulunan biyogiivenlik kabininde, (Holten HWR 2448) steril petri
kaplarinda, her 6rnekten 0,5 gram olacak sekilde bistiiri yardimiyla kiictiltiildiikten
sonra, steril 15 ml’lik tliplere konularak iizerlerine Phosfat Buffered Saline (PBS w/o
Ca?*, Mg?") ilave edilip vortekslendi. Daha sonra 1/10 oraninda homojenize edilen
doku ve organ numuneleri, 3000 devirde 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan viral niikleik asit izolasyonu amaciyla 0,5
ml alinarak 1,5 mI’lik ependorf tiipe aktarildi. Arta kalan sahit numune ise -80 °C

derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.2.3. Hiicre ve Referans Viruslarin Hazirlanmasi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Laboratuvari
hiicre koleksiyonundan temin edilen ve pestivirus negatifligi test edilmis MDBK ve
SFT-R hiicreleri, %10 FCS iceren MEM ile kiiltiire edilip ¢ogaltildi ve kademeli
sogutma yapilarak -80 °C de stoklandi. Monolayer olarak tabakalanmis MDBK hiicre
kiiltiirine BVDV referans susu olan NADL-cp, SFT-R hiicre kiiltiiriine Border

Disease referenz susu olan Moredun-cp 0,5 MOI oraninda adsorbsiyonlu metodla
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inokule edildi. Ureme takibi invert mikroskopta 5 giin boyunca yapildi. Cpe takibinin
besinci giinii sonunda (cpe oranm1 %70-80) -20 °C’de enfekte hiicreler donduruldu. Ug
kor pasaji takiben, hiicre kiiltiiriinde ¢ogaldigi belirlenen virus izolatlarinin
standardizasyonu amaciyla Frey ve Liess’in (1971) bildirdigi metoda gore viruslarin
10 katl dilusyonlar1 hazirlandi ve titrasyon testi ile TCIDs0/0,1ml degerleri belirlendi.
Ayrica referans viruslarin iireme teyidi poliklonal antikorlardan hazirlanan peroksidaz
konjugat1 kullanilarak PLA testi ile yapildi. Titresi belirlenen referenz viruslar 0,5
ml olacak sekilde porsiyonlanarak, -80 °C’de saklandi ve RT-PCR optimizasyon

calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.2.4. Pestivirus Antijen ELISA

Gelen orneklerin kan serumlarindan pestivirus antijenlerinin varlig1 ticari
ELISA (BVDV Antijen Test Kit, IDEXX, Isvicre), iiretici firmanin prosediiriine
gore yapildi. Sonuglar ELISA cihazinda okundu ve optik dansite (OD) degerlerine
gore pozitif serumlar kaydedildi. Test asagida tarif edildigi sekilde gergeklestirildi:

e Testte baslamadan 6nce biitiin kimyasallar 18-26 °C oda 1s1sina getirildi ve
nazik bir sekilde c¢evrilerek karistirildi.

e Ticari olarak kaplanmis olan ELISA pleyti tizerindeki kuyucuklar
numaralandirildi.

e Kit igerisinde bulunan tespit antikor soliisyondan 50 pl tiim goézlere konuldu.

e Kit igerisinde bulunan ticari pozitif kontrol (PK) ve negatif kontrol
sollisyonlarindan 50 pl PK ve NK icin belirlenmis gozlere konuldu.

e Her bir kuyucukta bulunan soliisyonlar 2-8 °C’de 12-18 saat inkubasyona
birakildi ve sonrasinda soliisyonlar dokiildii.

e Her bir kuyucuk 300 pul yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

e Yikamay1 takiben, konjugat soliisyonundan tiim kuyucuklara 100 ul konuldu.

e Pleytler 30 dk. oda 1s1sinda (18-26 °C) inkubasyona birakildi.

e Yikama islemi tekrar edildi ve son yikamadan sonra kuyucuklara 100 pl TMB

substrate eklendi.
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e Reaksiyon i¢in 18-26 °C’da 10 dk. beklenildi.
e Bu siire sonunda reaksiyonlar tiim kuyucuklara 100 pupl stop

soliisyonu konularak durduruldu.
e Tiim 6rneklerin ve kontrollerin optik dansite degerleri 450 nm dalga boyunda

ELISA okuyucuda okutuldu. Sonuclar asagida belirtildigi gibi hesaplandi.

NK1 A(450) + NK2 A(450) oy = PKL A(450) + PK2 A(450)
X = X =
2 2

NK1 = Negatif Kontrol 1 (birinci kuyucuk OD degeri)

NK2 = Negatif Kontrol (ikinci kuyucuk OD degeri)

NKx = Negatif Kontrol ortalamasi (negatif kontrollerin 1 ve 2 inci kuyucuklarinin
OD toplamlarinin ikiye boliinmesi ile elde edilen ortalama OD degeri.

PKx = Pozitif Kontrol ortalamasi (pozitif kontrollerin 1 ve 2 inci kuyucuklarinin OD

toplamlarinin ikiye boliinmesi ile elde edilen ortalama OD degeri.

Validasyon: NKx < 0,250 PKx < 0,150

Ornek Dogrulanmis OD Degeri (0) = Ornek OD degeri — NKx OD degeri (N)

NEGATIF SONUC: O — N < 0,300
POZITIF SONUC: O — N > 0,300

Sonuglarin yorumlanmasi ise asagida tarif edildigi sekilde gerceklestirildi.

e  Orneklerin Dogrulanmis OD degerinden Negatif Kontrol ortalamasi
cikartildiginda elde edilen sonucun 0,300’den diisiik veya esit olmasi
durumunda sonug negatif,

e Omneklerin Dogrulanmis OD degerinden Negatif Kontrol ortalamasi
cikartildiginda elde edilen sonucun 0,300°den biiyiik olmasit durumunda

sonug pozitif olarak degerlendirildi.
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2.2.5. Viral Niikleik Asit Izolasyonu

Antijen ELISA ile pozitif bulunan kan 6rnekleri ile tiim organ materyalleri, viral
niikleik asit ekstraksiyonuna alindi. Ornekler ile birlikte negatif kontrol olarak steril
distile su kullanildi. High Pure Viral Niikleik Asit Kiti (Roche, Almanya)
kullanilarak, {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda RNA’lar elde edildi. Bu kite ait

uygulama protokolii asagida belirtildigi sekilde uygulandi.

e  Orneklerden 200’er pl alindi ve 1,5 ml’lik tiiplere konuldu.

e Ayn tiiplere 200’er ul baglanma tamponu,

e 50 pl proteinaz K soliisyonu (25 U/mg),

e 4 ulpoly (A) eklendi ve vorteks yardimiyla karistirildi.

e Karigim 72°C’de 10 dk. inkube edildi.

e Ayni tiiplere 100’er pl baglanma tamponu (Guanidinium HCL/Triton x-100)
ilave edilerek vortekslendi.

e Hazirlanan karisim toplama tiipleri icerisine yerlestirilen filtreli tiiplere
aktarilarak 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

e Santrifiijii takiben s1v1 biriken toplama tiipleri atild1.

e Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

e Tiiplere 500 pl inhibitor uzaklastirma tamponu eklenip 8000 g’de 1 dk.
santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi altta s1v1 biriken toplama tiipleri atildi.

e Ustteki filtreli tiipler yeni toplama tiipleri igine yerlestirilerek iizerine 450 pl
yikama tamponu eklendi ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

e Bu basamak bir kez daha tekrar edildi.

e Ardindan filtrede kalan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in 14000 g’de 10
saniye santriflij edildi

o Filtreli tiipler yeni tiipler i¢ine yerlestirildi ve lizerine daha dnceden 70°C’de
sitilmis ¢oziinme tamponundan 50°ser pl eklendi ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij
edildi.

e Son olarak iistteki tlipler atildi ve elde edilen ekstraktlar PCR testinde
kullanilincaya kadar, -80°C’de muhafaza edildi.
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2.2.6. Komplementer Deoksiribo Niikleik Asit (cDNA) Sentezi (Reverse
Transcription-RT)

Ekstraksiyonu yapilan RNA’lar kullanilarak; Cizelge 2.5’te bildirilen
kosullarda cDNA elde edildi.

e  RNA cekstraktlart -80 °C’den alinarak, kit protokoliindeki tiim reaksiyon
bilesenleri ile 1s1 blogunda ¢oziildii, vorteks ile karistirildi ve kisa siireli santrifiij

yapildiktan sonra buz akiisii igerisine yerlestirildi.

e  Buz akiisii lizerine ¢alisilacak ornek sayisi kadar PCR mikro santrifiij tiipleri
konuldu.

e  PCR mikro santrifiij tiiplerinin icerisine 6rnek basina 3 ul steril deionize
molekiiler su, 0,5 ul Random Hexamer Primeri konulmasini takiben, ekstraksiyonu

yapilan 6rneklere ait RNA’lardan her tiipe 3’er ul konuldu.
e  Tiipler, thermal cyclere yerlestirilerek 70 °C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.
e Inkiibasyon sonunda, tiipler buz akiisiine yerlestirilereck sogumasi sagland.

e  Her tiipiin lizerine toplam 3,5 ul (Miks 2 =2 ul 5X Reaction Buffer, 1 ul 10
mM dNTp mix ve 0,5 1 pul RT enzimi) miks 2 karisimindan ilave edildi.

e  Tiipler, tekrar thermal cyclere yerlestirilerek 25°C’de 10 dk, 37°C’de 60 dk

ve 70°C’de 5 dk’dan olusan program siiresince inkiibasyona birakildu.

e  Inkiibasyon sonunda cDNA’lar elde edildi.

Cizelge 2.5. cDNA eldesi i¢in kullanilan bilesenler ve 1s1 protokoli,

Bilesenler Konsantrasyon Kullamilan Program
Random Hegzamer 0,5 ul
Molekiiler Deionize su 3ul 70°C 5 dk
RNA 3l 12°C 1dk
5X buffer 2 ul 25°C 10 dk
dNTp mix 1 ul 37°C 1 saat
RT 0,5 ul 70°C 5 dk
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2.2.7. Polimerase Chain Reaction (PCR)

2.2.7.1. 5’°UTR Gen bolgesine Yonelik PCR Uriin Eldesi

Orneklerden elde edilen cDNA’lar Vilcek ve ark., (1994) tarafindan bildirilen
yontemler ve primerler kullanilarak konvansiyonel RT-PCR protokolii uygulandi. Bu

uygulamada kullanilan primer ve 1s1 protokollii Cizelge 2.6 ve Cizelge 2.7°de sunuldu.

Cizelge 2.6. 5’UTR gen bolgesi i¢cin RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri.

Primerler | Primer Dizini (5’-3’) Hedef Gen Uriin (Bp) Referans

F V324 ATGCCCGTAGTAGGACTAGCA | 5’UTR 288 Vilcek ve ark.,
Pozisyon (108-128) 1994

R V326 TCAACTCCATGGCCATGTAC 5S’UTR 288 Vilcek ve ark.,
Pozisyon (375-395) 1994

Cizelge 2.7. 5’UTR gen bolgesi i¢in RT-PCR tekniginde kullanilan bilesenler ve 1s1 protokolii.

Bilesenler Konsantrasyon Kullanilan Program
Taq DNA Polymerase 0,25 ul
10XBuffer 3ul 96°C 6 dk
MgCl 2,4 ul
dNTp mix 0,5 ul 56°C 1 dk
F 4P 05 ul 72°C 2 dk
orward rrimer il 94°C 1 dk (34 Siklus)
Reverse Primer 0,5 ul
Deionize su 19,85 ul 50°C 1dk
cDNA 3l 72°C 10dk

2.2.7.2. NS2-3 Gen bolgesine Yonelik PCR Uriin Eldesi
Orneklerden elde edilen cDNA’lar, ¢ ve ark. (1993) tarafindan bildirilen

primerler kullanilarak konvansiyonel RT-PCR protokolii uygulandi. Bu uygulamada

kullanilan primer ve 1s1 protokolii Cizelge 2.8. ve Cizelge 2.9’da sunuldu.
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Cizelge 2.8. NS2-3 gen bolgesi igin RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri.

Primerler | Primer Dizini (5’-3’) Hedef Gen Uriin (Bp) Referans

NS2-3-F GCAGATTTTGAAGAAAGACACTA | NS 2-3 402 veya 672 | Greiser-Wilke ve
ark., 1993

NS2-3-R TTGGTGTGTGTAAGCCCA NS 2-3 402 veya 672 | Greiser-Wilke ve
ark., 1993

Cizelge 2.9. NS2-3 gen bolgesi igin RT-PCR tekniginde kullanilan bilesenler ve 1s1 protokolii.

Bilesenler Konsantrasyon Kullanilan Program
Taq DNA Polymerase 0,25 pul 96°C 6 dk
10XBuffer 3pul
MgCl 2,4 ul 48°C 1dk
dNTp mix 0,5 pl gyr 2dc
Forward Primer 0,5 pl 94°C 1 dic (34 Siklus)
Reverse Primer 0,5 ul 50°C 1 dk
Deionize su 19,85 ul 72°C 10 dk
cDNA 3ul

2.2.7.3. NP Gen bolgesine Yonelik PCR Uriin Eldesi

Stipheli numunulerden elde edilen cDNA f{iriinleri, bu ¢alismada dizayn edilen
yontemler ve primerler kullanilarak konvansiyonel RT-PCR protokolii uygulandi. Bu
uygulamada kullanilan primer ve 1s1 protokollii Cizelge 2.10. ve Cizelge 2.11°de

sunuldu.

Cizelge 2.10. NP gen bolgesi i¢in RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri.

Primerler | Primer Dizini (5°-3°) Hedef Gen Uriin (Bp) Referans

Npro ATGGAGTTGATTTCAAATGAAC | NP 412 Bu caligmada
TCOLF dizayn edildi.
Npro CACCCATCTATRCACACATA Npro 412 Bu ¢aligmada
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Cizelge 2.11. NP gen bolgesi i¢in RT-PCR tekniginde kullanilan bilesenler ve 1s1 protokolii.

Bilesenler Konsantrasyon Kullanilan Program
Taq DNA Polymerase 0,25 pl 96°C 6 dk
10XBuffer 3ul .
dNTp mix 0,5 ul 94°C 1 dk (34 Siklus)
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 pl SZZC 1 dk
Deionize su 19.85 il 72°C 10 dk
cDNA 3ul

2.2.7.4. E Gen Bolgesine Yonelik PCR Uriin Eldesi

Stipheli numunelerden elde edilen cDNA {iriinleri, Oguzoglu ve ark., (2017)
tarafindan bildirilen yontemler ve primerler kullanilarak konvansiyonel RT-PCR
protokolii uygulandi. Bu uygulamada kullanilan primer ve 1s1 protokolii Cizelge 2.12

ve Cizelge 2.13°de sunuldu.

Cizelge 2.12. E gen bolgesi i¢cin RT-PCR tekniginde kullanilan primer setleri.

Primerler | Primer Dizini (5’-3’) Hedef Gen | Uriin (Bp) Referans
E-F GGGATCCATAACAGGGGTACAAGGG E 1179 Oguzoglu ve

ark., 2017
E-R GAAGCTTCTAGACAAGTTGCCCATCATCAC

Cizelge 2.13. E gen bolgesi icin RT-PCR tekniginde kullanilan bilesenler ve 1s1 protokolii.

Bilesenler Konsantrasyon Kullanilan Program
Taq DNA Polymerase 0,25 pul 96°C 6 dk
10XBuffer 3ul 5
T e
dNTp mix 0,5 ul 94°C 1 dk (34 Siklus)
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul SOZC 1 dk
Deionize su 19,85 ul 72°C 10 dk
cDNA 3ul
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2.2.8. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

RT-PCR asamasindan elde edilen amplifikasyon iiriinlerini goriintiilemenin

yapilabilmesi i¢in Agaroz Jel Elektroforezi yapildi. Bu islem igin:

Beher igerisine 1,50 gr agaroz konulup iistiine 100 ml 10X TAE (Tris Asetat
-EDTA) tamponu ilave edildi.

Is1 yardimiyla (mikro dalga firin) ¢oziilen agaroz, sogutulduktan sonra, sonra
tizerine 0,5 pg/ml oraninda ethidium bromide (Sigma, ABD) konularak %
1,5’lik agaroz jel hazirlandi.

Bu karisim tarak yerlestirilmis olan jel kasetine dokiildii.
Yaklasik olarak 30 dakika sonra donmus olan jel elektroforez tankina
yerlestirildi.

Elektroforez tanki agorez jelin lizerini ortecek sekilde TAE buffer ile
dolduruldu.

PCR iiriinleri yiikleme boyasi ile (6x Loading Dye, Jena, Almanya) agaroz

jelde kuyucuklara sirasiyla ytiklendi.

Yiikleme boyasi iginde 100 bp merdiven (DNA merdiveni, Jena Bioscience,

Almanya) soliisyonundan ilk ve son kuyucuklara 5 pl ytiklendi.

Uriinler yaklagik 40 dakika, 100 Volt elektrik akimda 6rnekler jelin 2/3’iinii
gecene kadar yirtiildi.

Jel goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100) kullanilarak PCR sonucu

olusan amplikonlar UV 151k altinda goriintiilendi.

2.2.9. Amplikonlarin Purifikasyonu

Amplikonlar, agaroz jel elektroforez sonrasi goriintiilenerek, dizin analizine

gonderilmek iizere saflagtirma iglemine tabi tutuldu. Saflastirma islemi i¢in iki yontem

kullanildi. PCR sonucu beklenen biiyiikliikte, tek ve temiz bir bant elde edilmisse,

ticari “clean-up” kiti (ExoSAP-IT™, Thermo Fisher), beklenen bantin altinda veya
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istlinde farkli bantlarda var ise, ticari “gel extraction” kiti (High Pure PCR Product

Purification Kit, Roche) kullanildi. S6z konusu kitlerin protokolii asagida

belirtilmistir.

%1,5’luk agaroz jelden calisilmak istenen bant steril bisturi ile kesilerek

ependorf tiiplere konuldu.

Tiiplere konulan jel bantlarin agirhgmmin 3 kati miktarinda “Gel

solubilization” soliisyonu konuldu.

Tiipler 56 °C’de 10 dk bekletildikten sonra, ependorf tiipiindeki jelin eriyik

hale dontismesi goriildii.
Tek ve temiz bir bant elde edildiyse, iiste anlatilan basamaklar atlanilda.

PCR reaksiyonu sonucu olugan PCR {irliniiniin s1vi miktarinin 3 kati1 kadar

“Binding Buffer” tiiplere konuldu.
S6z konusu iki durumda da alta yazilan basamaklar uygulandi.
Filtreli kolon tiiplerine alinan sivilar 10000xg devirde 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 siiziilen kisimlar atildiktan sonra, filtreler {izerine 500 ul

BW yikama soliisyonu konuldu ve tekrar 10000xg de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siiziilen kisimlar atildiktan sonra filtreler tizerine 700ul

TW yikama soliisyonu konuldu ve tekrar 10000xg de 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonrasi siiziilen kisimlar atild1 ve filtreler bos olarak

10000xg’de 1 dk daha santrifiij edildi.

Steril ependorf tiiplere alinan filtrelere 70°C sicakliga getirilmis “elution

buffer” dan 35 ul eklendi.

1 dk oda sicakliginda bekleyen tiipler daha sonra 10000xg’de 1 dk santrifiij
edildi.

Elde edilen amplikonlar kontrol icin tekrar agaroz jelde yiiriitiildi, uygun

olanlar sekans analizine kadar -20°C’de saklandi.
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2.2.10. Dizileme Analizi

Saflagtirilan {irtinler jelde tekrar yiiriitiilerek kontrol edildikten sonra, TAGEM
projesi kapsaminda saglanan hizmet alimi ile ticari Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii, Molekiiler Genetik Laboratuvarina dizin analizine gonderildi. Dizin
analizi Sanger metoduna gore yapilmis olup, kullanilan cihaz ABI 3130xl DNA
Analyzer (Applied Biosystem, ABD)’dur.

2.2.11. Molekiiler Karakterizasyon ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

Dizileme analizi sonrasi elde edilen dizinler, dogrulama amaciyla National
Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda yer alan Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) programina yiiklendi (Camacho ve ark., 2009) ve
sekans analizi sirasinda histogramlarin diizgiinliigiinii ve derinligini kontrol etmek icin
Molecular Evolutionary Genetic Analysis version 6.0 (MEGA 6.0v) (Tamura ve ark.,
2013) programinin Tracer boliimii kullanildi. Kontrol ve diizeltme islemleri sonrasinda
ayni gen bolgelerine ait dizinleri birbirine hizalamak ve kiyaslamak i¢in “Clustal W
Alignment” yazilimi kullanildi. Hizalama ve kiyaslama islemi sonrast dizin
uzunluklarini birbirine esitlemek i¢in uzun olan dizinlerin 5> ve 3’ uglarindan kesildi.

Niikleotid bazli degisiklikler gbzlendi ve karsilagtirma yapildi.

Filogenetik analizlerin yapilmas: i¢in, elde edilen dizinlerin karsilastiriimasi
amaciyla NCBI GenBank veri tabaninda yer alan referans dizinler alindi (Benson ve
ark., 2014). Bioedit programi kullanilarak Clustal W yoOntemi ile hizalanan tiim
dizinler Fasta formatinda kaydedilerek, MEGA programina aktarildi ve en iyi
modelleme i¢in “Find best DNA models” islemine alindi. Bu islem sonucunda 5’UTR,
NP NS2-3 ve E gen bolgeleri i¢in en uygun modelin GTR+G+I modellemesi oldugu
saptand1. Modelleme sonrasi filogenetik agaci olusturmak i¢in programda Neighbour
Joining istatistik metodu, Kimura-2 parametre modeli, GTR +G+I modellemesi ve
1000 bootstrap tekrar1 segildi. 1000 bootstrap tekrar1 secildi.islem sonucunda

filogenetik agaglar elde edilmistir. Filogenetik aga¢ lizerinde genotiplendirme yapildi.
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3. BULGULAR

Elde edilen numuneler (n=115), sigir (n=76), koyun (n=23), ke¢i (n=15) ve
manda (n=1) orijinli olup, 85 6rnek Tiirkiye orijinli, 30 6rnek ise ithalat yolu ile elde
edilen numunelerdir. Ithalat yolu ile gelen hayvanlardan elde edilen &rneklerin
tamami tam kan numunesi, Ulkemize ait 6rneklerin 297u (%34) atik fetiis, 16’s1 (%

19) organ/doku ve 40’1 (%47) ise kan 0rnegidir.

Elde edilen orneklerin cografi dagilimi Balikesir (n=5), Bilecik (n=1), Bursa
(n=14), Canakkale (n=11), Diizce (n=6), Edirne (n=8), Istanbul (n=3), Kirklareli
(n=24), Kocaeli (n=6), Sakarya (n=2), Tekirdag (n=3) ve Yalova (n=2) seklindedir.

RT-PCR’da hem optimizasyon caligmalarinda hem de pozitif kontrol olarak
kullanilmak tizere gereksinim duyulan referans virus suslarinin iiretilmesi amaciyla
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali laboratuvari hiicre
koleksiyonundan saglanan MDBK ve SFT-R hiicre hatlarinin monolayer iiretimi

gergeklestirildi (Sekil 3.1 ve 3.2).

Sekil 3.1. MDBK hiicre kiiltiirii 151k mikroskobu goriintiisii.
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Sekil 3.2. SFT-R hiicre kiiltiirii 151k mikroskobu goriintiisii.

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Ana Bilim Dali laboratuvari
bilinyesinden temini saglanan referans pestivirus suslari olan NADL ve Moredun,
MDBK ve SFT-R hiicre kiiltlirleri kullanilarak tiretilmis, PLA testi ile boyanarak

immunhistokimyasal olarak tiremeleri teyit edildi (Sekil 3.4 ve 3.5).

Sekil 3.3. Poliklonal pestivirus antikorlari kullanilarak hazirlanan peroksidaz konjugat ile yapilan
PLA testi goriintiileri.

Sekil 3.4. Sirasiyla Moredun ve NADL suslart post inokulasyon iigiincii giindeki CPE goriintiileri.
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Pestivirus siipheli kan ve serum numunelerine Oncelikli olarak Antijen
ELISA testi uygulandi. Tablo 1’de lokasyon ve hayvan tiirli bilgileri de yer alan kan
ve serum Orneklerinden 35 adedi antijen ELISA’da pozitif olarak tespit edildi. Daha
sonra kan numuneleri ve doku numuneleri beraber olarak ektraksiyon islemine tabii
tutulmustur. Orneklerin ekstraksiyon sonrasi spektrofotometrede 6lgiilen niikleik asit

miktarlar1 Cizelge 3.1’de verildi.

Cizelge 3.1. Numunelerden elde edilen ekstraktlarda bulunan niikleik asit miktar1 (ng/uL)

Ornek ismi Viral Niikleik anek Viral Niikleik Ornek ismi Viral Niikleik anek Viral Niikleik
Asit Miktar1 Ismi Asit Miktar1 Asit Miktari Ismi Asit Miktar1

B1 53,39 C3 48,29 B30 79,28 C32 62,45
B2 119,72 C4 58,42 Al 80,42 C33 98,78
B3 116,65 C5 202,4 A2 138,36 C34 117,05
B4 157,54 Co6 86,25 A3 47,54 C35 184,92
B5 102,43 Cc7 176,41 A4 132,22 C36 58,64
B6 174,18 C8 22,34 A5 37,27 C37 75,25
B7 182,41 C9 93,97 A6 41,38 C38 91,28
B8 151,98 C10 234,69 A7 137,55 C39 76,47
B9 121,57 Cl11 31,21 A8 85,41 C40 82,25
B10 150,38 C12 32,83 A9 160,88 C41 9,31
B11 176,03 C13 34,07 Al10 75,61 C42 248,64
B12 113,81 C14 59,38 All 162,01 706 160,58
B13 61,47 C15 213,08 Al2 73,62 D1 136,64
B14 58,55 C16 211,59 Al3 61,38 D2 36,68
B15 99,04 C17 73,26 Al4 243,8 D3 48,97
B16 75,95 C18 88,41 B 23,83 D4 41,38
B17 179,73 C19 74,42 C 82,56 D5 162,86
B18 182,32 C20 65,38 S1 174,15 D6 234,47
B19 245,83 C21 260,79 S2 180,27 D7 93,74
B20 52,63 C22 89,29 S3 79,93 D8 257,75
B21 48,54 C23 77,96 S4 203,83 D9 57,71
B22 288,62 C24 118,28 S5 21,18 D10 2942
B23 194,36 C25 216,23 2A 185,86 D11 60,34
B24 110,02 C26 63,54 2B 105,5 D12 262,61
B25 86,73 C27 40,58 2C 293,27 D13 280,63
B26 112,51 C28 52,21 2D 135,09 D14 180,21
B27 118,24 C29 60,17 2E 156,5 D15 134,49
B28 37,11 C30 174,92 C1 194,53 D16 67,29
B29 123,58 C31 90,18 C2 77,29

Viral niikleik asit miktari yeterli olan {iriinler cDNA eldesi i¢in kullanilmis
ve biitiin iiriinlerden cDNA eldesi saglanmistir. Orneklerin ¢cDNA eldesi sonrasi

spektrofotometrede 6l¢iilen niikleik asit miktarlar1 Cizelge 3.2°de verildi.
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Cizelge 3.2. Ekstraktlardan elde edilen cDNA’larin niikleik asit miktari (ng/ul)

Ornek ismi Viral Niikleik anek Viral Niikleik Ornek ismi Viral Niikleik anek Viral Niikleik
Asit Miktari Ismi Asit Miktar1 Asit Miktar1 Ismi Asit Miktar1

B1 2349,15 C3 2780,53 B30 806,12 C32 738,95
B2 1684,78 C4 222244 Al 712,41 C33 282,20
B3 1719,37 C5 1570,59 A2 1170,73 C34 758,58
B4 2876,47 Cé6 1579,60 A3 878,99 C35 2294,19
BS 1511,50 C7 2363,06 A4 1184,61 C36 2129,33
B6 1765,76 C8 2373,94 A5 963,41 C37 1427,27
B7 1950,61 c9 2377,13 A6 1750,99 C38 1687,57
B8 199948 C10 1342,47 A7 1194,42 C39 17139,52
B9 1747,49 C11 1360,41 A8 765,17 C40 1987,54
B10 1697,13 C12 2053,09 A9 1128,09 C41 2101,81
B11 1358,30 C13 2077,60 Al10 875,99 C42 2144,64
B12 1657,64 C14 2403,32 All 1116,48 706 1145,13
B13 1685,17 C15 2462,42 Al12 128,84 D1 2183,18
B14 2280,94 C16 2059,17 Al3 943,83 D2 1778,69
B15 2313,03 C17 2101,29 Al4 1108,34 D3 2313,42
B16 2819,38 C18 1651,27 B 952,73 D4 2288,76
B17 2858,83 C19 1692,39 C 12594 D5 1942,26
B18 1562,43 C20 1577,15 sl 1199,99 D6 1300,26
B19 1572,29 C21 1618,82 s2 845,07 D7 1418,81
B20 1841,03 C22 2572,52 S3 1219,37 D8 1141,55
B21 1949,54 C23 2551,37 S4 1175,88 D9 1271,31
B22 1959,12 C24 1186,32 S5 153,94 D10 1154,25
B23 1992,60 C25 1155,01 2A 1225,14 D11 213591
B24 2007,15 C26 2021,24 2B 1204,04 D12 230,48
B25 2290,76 C27 2111,82 2C 1713,08 D13 1240,84
B26 2191,48 C28 2135,81 2D 881,73 D14 1276,66
B27 2337,45 C29 2200,45 2E 1221,44 D15 1130,73
B28 224470 C30 1980,21 C1 1689,32 D16 1136,69
B29 2257,51 C31 2353,21 C2 1711,98

Elde edilen cDNA’lardan 5’UTR gen bélgesine yonelik yapilan RT-PCR
islemi sonucunda 61 adet 6rnek pozitif bulundu. Pozitiflik tespit edilen drneklerin

lokasyon, numune tiirii, hayvan tiirli ve test sonug bilgileri Cizelge 3.3’de sunuldu.
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Cizelge 3.3. Pozitif numunelerin hayvan tiirii, materyal tiirii, lokasyon bilgileri, Antijen ELISA ve RT-

PCR test sonuglari.

NO Nlu(r:;:e H’;gfi:gn Nl;l;l:;le Lokasyon Antl]eTILsEt:iI“ISA I;:l"[—;%R Tiirler / Alt Genotipler
1 A01 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
2 A03 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
3 A05 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
4 A06 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
5 A08 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
6 Al3 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
7 B01 Sigir Kan / Serum Bursa Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-1
8 B02 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-g
9 B03 Kegi Organ Edirne Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-f
10 B04 Sigir Atik Fotus Kocaeli Teste Alinmad1 Pozitif Pestivirus A 1-f
11 B05 Koyun Organ Kocaeli Teste Alinmad1 Pozitif Pestivirus A 1-f
12 B06 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-g
13 B07 Kegi Organ Canakkale Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-f
14 B08 Koyun Organ Kirklareli Teste Alinmad Pozitif Pestivirus A 1-f
15 B10 Sigir Atik Fotus Tekirdag Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-f
16 B11 Koyun Organ Bilecik Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus I
17 B13 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
18 B14 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
19 B15 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
20 B16 Sigir Kan / Serum Bursa Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
21 B21 Sigir Kan / Serum Bursa Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
22 Co1 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
23 C02 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
24 Co03 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
25 C04 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
26 Co0s Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
27 Co06 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus B 2-b
28 co7 Koyun Atik Fotus Diizce Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus [

29 Co08 Koyun Atik Fotus Diizce Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus I
30 Co09 Kegi Kan / Serum Kocaeli Pozitif Pozitif Pestivirus D
31 C10 Sigir Atik Fotus Yalova Teste Alinmad Pozitif Pestivirus [
32 C12 Koyun Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
33 C13 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
34 C14 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
35 C15 Sigir Kan / Serum Kirklareli Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
36 C16 Sigir Kan / Serum Edirne Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-1
37 C17 Sigir Kan / Serum Edirne Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
38 C18 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-g
39 C19 Koyun Organ Bursa Teste Alinmad Pozitif Pestivirus A 1-1
40 C20 Koyun Atik Fotus Kirklareli Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-f
41 C21 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-g
42 C22 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
43 C26 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
44 C27 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus D
45 C28 Sigir Kan / Serum Ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
46 C30 Koyun Atik Fotus Bursa Teste Alinmad Pozitif Pestivirus A 1-1
47 C31 Kegi Organ Canakkale Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus I
48 C32 Koyun Atik Fotus Kocaeli Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus I
49 C33 Koyun Atik Fotus Istanbul Teste Alinmad1 Pozitif Pestivirus |
50 C37 Sigir Atik Fotus Diizce Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-v
51 C38 Sigir Atik Fotus Bursa Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-1
52 C41 Koyun Atik Fotus Istanbul Teste Alinmad1 Pozitif Pestivirus |
53 C42 Koyun Organ Canakkale Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus |
54 DO1 Kegi Atik Fotus Diizce Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus |
55 D02 Sigir Kan / Serum ithalat Pozitif Pozitif Pestivirus A 1-f
56 D03 Koyun Atik Fotus Balikesir Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-1
57 D04 Kegi Atik Foétus Edirne Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus |
58 D09 Sigir Atik Fotus Diizce Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus A 1-1
59 D10 Koyun Organ Kocaeli Teste Alinmad1 Pozitif Pestivirus D
60 D11 Kegi Atik Foétus Canakkale Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus |
61 D12 Manda Atik Fotus Kocaeli Teste Alinmadi Pozitif Pestivirus D
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Dort farkli gen bolgesine gore (5’UTR, NS2-3, NP, E) kazanilan
amplikonlarin elektroforez goriintiileri elde edildi (Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil
3.9).

Ladder CO1 CO02 CO3 C04 CO5 CO6 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C22 C26 NK PK Ladder

288 bp

Sekil 3.5. Pozitif olduklar1 saptanan Orneklerden 5’UTR gen bolgesi hedeflenerek elde edilen
amplikonlarin (288 bp) elektroforez islemi sonucu elde edilmis goriintiileri.

Ladder CO1 co2 Cc19 C20 Ladder

672bpﬁ - |- ]
— L . :

402bp —» - e B - . S ————
e s T S R SRR e S e e e -

Ladder c22 C26 C30 c37 A0l A03 AD4 AD5 A08 Al3 NK cp PK ncp PK Ladder

672bp —»
402 bp »

Sekil 3.6. Pozitif olduklar1 saptanan 6rneklerden NS2-3 gen bolgesi spesifik amplikonlarin (402 ve
672 bp) elektroforez goriintiileri.
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Ladder AO4 A13 CO1 CO02 CO5 C13 Cle C30 (38 D03 D09 NK

1179bp —»

Sekil 3.7. Pozitif olduklari saptanan orneklerden E gen bdlgesi spesifik amplikonlarin (1179 bp)
elektroforezde elde edilmis goriintiileri.

412bp —

Ladder AO3 A0O5 AO6 A08 Al13 BO1 B13 CO02 C22 D02 D11 NK PK Ladder

Sekil 3.8. Pozitif olduklar1 saptanan Orneklerden NP gen bolgesi hedeflenerek elde edilen
amplikonlarin (412 bp) elektroforez islemi sonucu elde edilmis goriintiileri.

Pozitif numunelerden elde edilen amplikonlardan Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii, Molekiiler Genetik Laboratuvarinda dizin analizleri yapilarak, uygun
modelleme metodu ile filogenetik agaclar ¢izildi. Elde edilen filogenetik agaglar

Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15’de sunuldu.
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5 ¢+ Raly- 120007 (KC788748) h ..
En'nh:mnm(imm P Pestivirus H
* (~ SD1301 (KJ000672) T

USMARC-80785e (KT812818) r Pestivirus B

o L cana as00zz2n)

hJ Pestvrus graffe- 1 H138 (AF144617) P
I - Pestivirus G
121 1 (GU270877) -

58| v TTS8/T (UGTI0BT) L
OwneRFAI8T10-32017 (MKE18726)

@ TUR 2021 SHEEP D10 T
0| @ TUR 2021 WATER BUFFALO D12

UR 2020 BOWNE 27 - Pestivirus D

@ TUR 2019 GOAT C§

94 ADUTWN (AYB46427) ..
r Pestivirus C

Tor 2121 ooATO1 L
© Rz SEEPBYT r Pestivirus |
@ TUR 2021 GOAT D11
@ TUR 2019 SHEEP C42
@ TUR 2019 GOAT C31

J. TUR 2019 SHEEP C32

-L|
! @ TUR2021 GOAT D&

s Austriat (KY435034)

L furp pestviizon owvaronon)

~ Diger Pestivirus Turleri

3
| S— |

Sekil 3.9. 5’UTR gen boélgesine ait dizilerin (n=61) GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle

karsilastirllmasina ait filogenetik agac.
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67, @ TUR-2019-Bovine-A1
{ @ TUR-2019-Bovine-B14
@ TUR-2019-Bovine-A13
@ TUR-2019-Bovine-A3
@ TUR-2019-Bovine-A8
31| @ TUR-2020-Sheep-B5
- @ TUR-2019-Bovine-B13
@ TUR-2019-Bovine-A8
@® TUR-2019-Bovine-B15
@ TUR-2020-Bovine-B16
@ TUR-2019-Bovine-C15
@ TUR-2020-Sheep-C20
@ TUR-2020-Bovine-B4
{ @ TUR-2019-Bovine-B10
@ TUR-2019-Bovine-A5
61' @ TUR-2020-Bovine-B21
AJ544865 3142 BVDV
MH899944 SLO/28537/2017 BVDV
KX987157 SLO/1170/2000 BVDV
MH899943 SLO/1361/2014 BVDV
LT797813 BVDV
@ TUR-2019-Bovine-B2
87 @ TUR-2019-Bovine-C21
KC695810 camel-6 BVDV
LC089875 1S26/01ncp BVDV
KT896495 LN-1 BVDV
AF526381 ZM-95 BVDV
%9 MG923683 LV01-2018 BVDV
754332 MD1 BVDV

59 | AB558134 NoseE- BVDV
AB558133 NoseE+ BVDV
s AF091605 Oregon C24V BVDV
MH133206 BVDV 1
H% KJ608495 1-NADL BVDV
o4 L M31182 1-NADL BVDV
- 7 HQ174296 8830 BVDV
4”‘;'7— AJ544866 BVDV
AB111961 799ncp BVDV

%9 | @ TUR-2019-Sheep-C19
® @ TUR-2019-Sheep-C30
@® TUR-2019-Bovine-C16
99| @ TUR-2020-Bovine-C2
@ TUR-2020-Bovine-C5
@ TUR-2020-Bovine-C22
@ TUR-2020-Bovine-C17
@® TUR-2020-Bovine-C26
@ TUR-2020-Bovine-C4
5| @ TUR-2019-Bovine-C13
23— @ TUR-2019-Bovine-C14
KC853440 SuwaNcp BVDV
99 | KC853441 SuwaCp BVDV
(GQ888686.2 BVDV 2 isolate JZ05-1
% @® TUR-2019-Bovine-C6

99 | U43602 CP Moredun BDV
U43601 NCP Moredun BDV
5 U43603 CP BDV
99 ' U43600 NCP BDV
AF144618 V60-Krefeld Pestivirus reindeer-1
£ JX428945 Pestivirus strain Aydin/04-TR

i KM408491 Pestivirus Burdur/05-TR
AF144617 H138 Giraffe-1
37 [ MN558873 JJO7LOM-JSG02 CSFV
e | — KY290453 CSFV
99 L— AY568569 CSFV

3

94

0.050

— Pestivirus A

} Pestivirus B

—Diger Pestivirus
Turleri

Sekil 3.10. NS2-3 gen bolgesine ait dizinlerin (n=30) GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle

karsilagtirilmasina ait filogenetik agagc.
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56~ @ TUR 2019 A3 BOVINE Npro

& TUR 2019 A13 BOVINE Npro

EUT16162 TUR 2006 LK 168241

@ TUR 2019 B12 BOVINE Npro

@ TUR 2019 A6 BOVINE Noro

& TUR 2019 A5 BOVINE Npro

@ TUR 2019 AB BOVINE Npro = BVDV 1-f

|_ & TUR 2020 C2 BOVINE Npro
EU162974 BVDY 1 TURZ26 (Npro) gene

MW054934:353 BE2 LA/BT/05 complete genome

@ TUR 2020 C22 BOVINE Npro

@ TUR 2021 D2 BOVINE Npro

MK381419 164 DM/15 (Npro) gene

MK381426 183 SY/A7 (Npro) gene “-BVDV 1-r
AF287285 (MNpro) gene EBVDV 1-h
MK 321420 166 KY/15 (Npro) gene _}BvDVig = Pestivirus A
MK381421 168 WS/15 (Npro) gene “}BVDV 10
AB359922 IS26NCP/01 (Mpro) gene “}BvDVio
AF526381 ZM 95 complete genome :}— BVDV 1-m
B ) GU120259 BJOTO1 (Npro) gene “FevDvip
15 AY894897 CH Bohni (Npro) gene :}— BVDV 1+
i MK331427 124 KINFT (Mpro) gene BVDV 1-a
3| AY735430 S14 1 (Npro) gene BVDV 1-i
- KF 154779 TURTO (Npro) gene “}-BVDV1c
—1 2 UB0902 Deer GB1 (Npro) gene } BVDV 1-r
e M31182 NADL complete genome }BVDV 1-e
= |—|: AY182162 Astur2 (Npro) gene) BVDV 1-k
" E AY182160 Leon 34 (Npro) gene BVDV 1-d

EU163964 TUR1G (Mpro) gene
4.;,':0 TUR 2020 B1 BOVINE Npro BVDV 1l
s L— EU163950 TUR1 (Npra) gene
MK 2321428 BVDV 1 186 KMAT (Npra) gene _FBVDVLb
— AF144469 BYDVY 2 230098 K2 (Gi 5) (Wpro) gene } Pestivirus B
sl AF144470 BVDV 2 230/98 K3 (Gi 6) Npro (Npro) gene
55— @ TUR 2021D11 GOAT Noro
| L 1K982983 Pestirus | ASF110

k] DQ273155 1CRAZZ (Npro) gene Pestivirus D
33 AY163652 BDV Chemniz AZ 79 (Mpro) gene

Pestivirus |

Sekil 3.11. NP gen bdlgesine ait dizinlerin (n=11) GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle
karsilastirilmasina ait filogenetik agag.
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MH899943 BVDV 1 SLO/1361/2014
@ C2BOVINE 2020

@ C1BOVINE 2020

@ C5BOVINE 2020

LT837585 BVDV 1

1553 LT797813

MKB675059 BVDV 1 164-DM/15

a2 @ C17 BOVINE 2020
2o 473‘_|7— @ C16 BOVINE 2019 L BVDV 1f
& @ D2 BOVINE 2021

——— @ C13 BOVINE 2019
MW054934 BVDV 1 LA/87/05
MH899944 BVDV 1 SLO/28537/2017
100 | @ A5BOVINE 2019
@ B15BOVINE 2019

7%

21

82

d L Pestivirus A
@ A6 BOVINE 2019
L KX987157 BVDV 1 SLO/1170/2000
KF048849 BVDV 1 LEIO 1P Tevov 1p
KF048846 BVDV 1 isolate TJ43 E2 7
5 100 — KF048845 BVDV 1 SH202 1M T BVDV 1-m
MHG73439 BVDV 1 TY8723 E2 1
MH673455 BVDV 1 TY3659 - BVDV 1-/
@ D9 BOVINE 2020
KF048840 BVDV 1 isolate USF12 1
59 KF048841 BVDV 1 isolate SJZ01 ] BVDV1-b
KP313732 BVDV 1 Carlito BVDVi-e
% AB895799 BVDV 1 Kamiyuubetsu |
— L KF048838 BVDV 1 GS24 E2 [BVDV1a
74 {m 59699 BVDV 1 Shihezi 148 | BVDV 1c
100 KF048843 BVDV 1 JINAND1 | |

8 AB871953 BVDV 3 D32/00 HoBi Lpestivirus H
AF144612 BVDV-2 230/98-K3 Lpestivirus B
] U70263 BDV BD31 :-Pestivirus D
—96| JX428945 Pestivirus Aydin/04-TR -Pestivirus |

010

Sekil 3.12. E2 gen bolgesine ait sekans analizlerinin (n=11) GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle
kargilagtirilmasina ait filogenetik agac.
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EU711348 BDV 0502234
_75'—— DQ275626 BDV-4 M3
93 DQ275625 BDV-4 C121

% B DQ361072 BDV-4 LE31C2
EF693984 BDV-5 AV
100 | EF693988 BDV-5 89-F-5415
EF693993 BDV-6 91-F-7014
= 100 s EF693990 BDV-6 90-F-6335
U65026 BDV-1 A841/1
—— DQ350165 BDV-1 Lyon2-goat
| = U70263 BDV-1 BD31-Ridpath
1 _59: AF037405 BDV-1 X818
KT072634 ltaly 103761 BDVS
—%{:szmms Italy 58987 BDVS
| AF144618 BDV-2 reindeer-1-V60-Krefeld
AB122085-1-BDV-2-Casimir-gene
| AB122085 BDV-2 Casimir
JF489888 BDV-9i TR-13 BDV9
—”i— JF489889 BDV-9i TR-14 BDV9
2| 34 —— KF925348 BDV Gifhorn genotype 3 BDV 3
= EF693991 BDV-3 90-F-6338
100 | EF693989 BDV-3-90-F-6227
—— @ TUR 2020 BOVINE C27 5 UTR
@ TUR 2021 WATER BUFFALO D12 5 UTR
= @ TUR 2021 SHEEP D105 UTR
ss| @ TUR 2019 GOAT C9 5 UTR
| MH733598 BDV 628 BDV 7
100 | MH733602 BDV 94863 BDV 7
M31768 CSFV-Brescia
96 L— X87939 CSFV-Alfort-187
62— EU567079 CSFV Hisar-5
| MF149062 CSFV-SD2014-2 =

| MK982960 BDV-Konya-like—-KSF 1812
99— Kayseri1-KX388379

AM418428 BDV/Burdur/05-TR
98 —|
99

BDV Burdur-05-TR-AM418428 7 Pestivirus|
27 MH395751 TR-AFYONKARAHISAR-Cay-2016

e AM418427 BDV/Aydin/04-TR

100 ' BDV Aydin-04-TR-AM418427

BDV-4

BDV-5

BDV-6

BDV-1

BDV-8

|
N S e S

|

]

BDV-2

BDV-9

BDV-3

L

BDV-7

o

~ Pestivirus C

0,050

Sekil 3.13. Pestivirus D tiirii tespit edilen dort adet 6rnegin 5’UTR gen bolgesine ait sekans

analizlerinin GenBank’tan elde edilen Pestivirus tiirleri referans dizinleri ile karsilagtirilmasina ait
filogenetik agag.
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5i|j EU051825.1 BVDV 2 strain TR-2007/2

9

~

EU051826.1 BVDV 2 strain TR-2007/1

— EU542423.1 BVDV 2 strain TR-2006-3 - BVDV 2a

97

— AF502399 BVDV 2 New York93

» ——  U18059 BVDV 2 polyprotein gene

KP941562 BVDV 2 USMARC 53873

" KT832821 BVDV 2 USMARC 60768

— BVDV 2c
7 HG426493 BVDV 2 SH2210 17

85

HG426495 BVDV 2 VOE 4407

AF244959 BVDV 2 354 } BVDV 2d

@ TUR 2021 BOVINE C6

54

AB567658 BVDV 2 Hokudai Lab 09

— BVDV 2b

KJ000672 BVDV 2 SD1301

AY443026 BVDV 2 isolate ncp7?

002

Sekil 3.14. Pestivirus B tiirii oldugu belirlenen bir adet 6rnegin 5’UTR gen bolgesine ait sekans
GenBank’tan elde edilen Pestivirus B alt tipi referans dizinleri ile karsilastirilmasina ait filogenetik

agac.
61 6rnegin filogenetik analizi sonucunda Pestivirus A [BVDV-1f (n=32),

BVDV-1g (n=4), BVDV-1/ (n=7) BVDV-1v (n=1)], Pestivirus B [BVDV-2b (n=1)],

Pestivirus D (n=4) ve Pestivirus I (n=12) varlig1 belirlendi.

Ulkemizden orijin alan pozitif numunelerden (n=43) elde edilen analiz
sonuclart: Pestivirus A (BVDV 1-f (n=20), BVDV 1-/ (n=7) BVDV 1-v (n=1)),
Pestivirus D (n=3) ve Pestivirus I (n=12) seklindedir. Ithalat yolu ile gelen ve
millilestirme Oncesi elde edilen pozitif numuneler (n=18); Pestivirus A (BVDV 1-f
(n=12), BVDV 1-g (n=4)), Pestivirus B (n=1) ve Pestivirus D (n=1) tiirlerinde

bulundu.
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Sekil 3.15. Pestivirus 5’UTR geni baz alinarak yapilan Pestivirus A suslarin biribirlerine olan
uzakliginin gosterildigi matrix tablosu (SDT Viral sequence nucleotide identity v1.2).

Sekil 3.16. Pestivirus S’UTR gen bolgesi yoniinden Pestivirus A suslarinin niikkleotid benzerlik tablosu
(MatGat 2.0).

Pestivirus A olarak tespit edilen Orneklerin sekans analizi sonrasi yapilan
benzerlik/farklilik oranlarin1 ve filogenetik durumlarini gdsteren tablolar (Sekil

3.2)’de sunuldu. Tez ¢alismasindaki A-1, A-3, A-5, A-6, A-8, A13, B-4, B-13, B-14, B-15,
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B-16, B-21, C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-13, C-14, C-15, C-17, C-22, C-26, C-19,
C-30, B-5, C-20 numaral1 6rnekler Tiirkiye’den bildirilen EU716137 gen bankasi nolu
izolat (Oguzoglu ve ark., 2011) ile yakin bulundu. Ayrica C-1, C-2, C-3, C-4, C-5,
C-28 nolu Orneklere ait dizinler de; Tiirkiye’den bildirilen BVDV-1f susu
(MK347342) ile yakin bulundu (Sekil 3.16 ve 3.17).

1, KP941582

2, KT832821 91,5
3, HG426493 91,1-_

4, HGA426495 902 915

5, U18059 858 854 85 841

6, AF502399 87,4 878 86 858 902

7, EUS42423,1 82 86 854 8,6 82 907

8, EU051825,1 858 862 85 841 882 902 | 919

9, EU051826,1 88 862 85 84,1 89 91,1 91,5-

10, AF244959 841 846 841 8,7 81 8,7 809 80,9

11, TUR 2021 C-6 833 837 833 8,7 87 8,7 89 85 89 81

12, ABS67658 846 88 854 88 81 841 846 841 841 846 886

13, KIO00672 85 854 85 854 833 837 89 85 89 85 87 886

14, AY443026 87 841 846 85 85 89 8,1 81 85 84 8,4 86 894

Sekil 3.17. Pestivirus 5’UTR sekanslar1 yoniinden Pestivirus B suslarinin niikleotid benzerlik tablosu
(MatGat 2.0).

AF244959_ BVDV_2_ 354
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Sekil 3.18. Pestivirus 5’UTR dizinleri baz alinarak yapilan Pestivirus B suslarin biribirlerine olan
uzakliginin gosterildigi matrix tablosu (SDT Viral sequence nucleotide identity v1.2).

62



Bu tez calismasinda ithal bir hayvan 6rneginden elde edilen dizin (C-6)
Diinya’da daha once bildirilen BVDV-2b suslarina (AB567658) yakin oldugu
belirlendi (Sekil 3.18 ve 3.19).
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Sekil 3.19. Pestivirus 5’UTR sekanslar1 yoniinden Pestivirus D suslarinin niikleotid benzerlik tablosu
(MatGat 2.0).
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Sekil 3.20. Pestivirus 5’UTR sekanslar baz alarak yapilan Pestivirus D suslarin birbirlerine olan
uzakliginin gosterildigi matrix tablosu (SDT Viral sequence nucleotide identity v1.2).
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Tez ¢aligmasindaki dizinlerden bazilar1 (C-9, C-27, D-10, D-12) Diinya’da

daha once bildirilen Pestivirus D tiiriine ait BDV-3 alt tipindeki suslar (Leskova ve

ark., 2013) ile yakin (KC484999) bulundu (Sekil 3.20 ve 3.21).

2, 1428945 918
3, AM418427 69,8 76

4, AM418428 7% 698 922

5, MK982956 s85 585 779 719

6, MT396982 658 665 8,7 82 806

7, KMA08491 523 48 608 651 669 581

8, TUR 2021 SHEEP_B11 879 889 686 678 653 696 467

9, TUR_2021 SHEEP_C7_5_UTR 889 899 694 686 646 704 472 %

10, TUR_2021_SHEEP_C8 5 UTR 88,9 89,9 69,4 63,6 64,6 70,4 47,2 9 100

11, TUR_2021_BOVINE_C10_5_UTR 776 796 624 605 565 631 408 854 864 864

12, TUR_2021_GOAT_C31 5_UTR 859 84 674 663 626 681 456 % a7 97 84

13, TUR_2021_SHEEP_C32_5_UTR 80 81 647 647 602 658 443 885 89 89 875 %

14, TUR_2021_SHEEP_C33_5_UTR 874 894 69 674 643 696 464 985 985 985 849 955 88

15, TUR_2021_SHEEP_C41_5_UTR 889 89 694 686 646 704 472 % 86,4 97 89 985

16, TUR_2021_SHEEP_C42_5_UTR 884 894 69 682 65 70 469 8,9 95 885 SEL

17, TUR 2021_GOAT_D1_5_UTR 839 899 694 686 646 704 472 % 86,4 97 89 985

18, TUR_2021_GOAT_D4_5_UTR 80 81 647 647 602 658 443 885 89 8 875 90/ 100 88 89 885 89
19, TUR_2021_GOAT_D11_5_UTR 879 889 686 67,8 653 696 467 100 ) 89 854 % 835 985 % 95 )

885

Sekil 3.21. Pestivirus 5’UTR sekanslar1 yoniinden Pestivirus I suslarinin niikleotid benzerlik tablosu

(MatGat 2.0).

MT396982_Pestivirus_|_strain_ISR_128_18
TUR_2021_GOAT_C31_5_UTR
1K982956_Pestivirus_|_isolate_NSF1962
TUR_2021_SHEEP_B11
TUR_2021_GOAT_D11_S_UTR
TUR_2021_SHEEP_C42_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C33_S_UTR
TUR_2021_SHEEP_CT_S_UTR
TUR_2021_SHEEP_C& 5 UTR

TUR_2021_SHEEP_C41_5_UTR Paiwise dentty (%)

TUR_2021_GOAT_D1_5_UTR 100
K11408491_Burdur_05_TR gg
AM418426_Border_disease_virus_BDV_Burdur_05_TR 84
KM 408481_Pestivirus_Burdur_05_TR ;ﬁ
1X428945_Aydin_04_TR :Z
AM418427_Border_disease_virus_BDV_Aydin_04_TR i)
TUR_2021_BOVINE_C10_5_UTR 5;
TUR_2021_SHEEP_C32_5_UTR

TUR_2021_GOAT_D4_5_UTR

din_04_TR

i

din_D4_TR

Ay

AMA18428_Border_dsease_vius_BOV_Burdur_05_TR

MT396982_Pestivis_|_strain_ISR_128_18
TUR_2021_GOAT_C31_6_UTR
MKIB2956_Pestivius_|_golate_NSF1982
TUR_2021_GOAT_D11_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C42_6_UTR
TUR_2021_SHEEP_C33_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C7_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C8_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C41_56_UTR
TUR_2021_GOAT_D1_5_UTR
KMAO0B491__Pestivius_Burdur_05_TR
AMA1B427_Border_dsease_vius_BOV_A,
TUR_2021_BOVINE_C10_5_UTR
TUR_2021_SHEEP_C32_6_UTR
TUR_2021_GOAT_D4_5_UTR

TUR_2021_SHEEP_B11
KMA0B491_Burdur_05_TR

JXAZBE45_Ay

Sekil 3.22. Pestivirus 5’UTR baz alinarak yapilan Pestivirus I suslarmn biribirlerine olan uzakliginin

gosterildigi matrix tablosu (SDT Viral sequence nucleotide identity v1.2).

Tez ¢alismasinda elde edilen izolatlardan B-11, C-7, C-8, C-10, C-31, C-32, C-
33, C-41, C-42, D-1, D-4, D-11 nolu olanlar; iilkemizde daha Once bildirilen
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(Oguzoglu ve ark., 2009; Sevik, 2021) Pestivirus I suslarma yakin bulundu (Sekil
3.22 ve 3.23).

Biyotip tayininde kullanilan primerler ile pozitif bulunan amplikonlara ait
dizinler; aminoasit farkliliklar1 ve benzerlikleri yoniinden, NADL referenz virusunun

cp ve ncp biyotip dizinleri ile karsilastirildi (Sekil 3.24).

Specesiastry - I I
1. U311821:4200.5600 Bavne | v (farr v
2. AJ133739.1:4300-6500 Bovi Y| LWAFF v
3 TUR 2019 Bovine A1 v (Barr v
4 TUR 2019 Sovine A3 v Barr v
5. TUR-2018-Bovine-AS Y| LWAFF v
& TUR 2019 Bovine-A6 v (Barr v
7. TUR-2015-Bovine-A8 v Barr v
8. TUR-2018-Bovine-A13 Y| LWAFF v
9. TUR 2020 Bovine B¢ v (Barr v
10, TUR-2020-Seep-55 N Barr v
11. TUR-2020-Bovine-B21 Y| LWAFF v
12 TUR 2018 Bovne 513 v Barr v
13, TUR-2015-Bovne-514 v Barr v
14, TUR-2019-Bovine-B15 Y| LWAFF v
15, TUR 2020 Bovine 516 v Barr v
v Barr v
Y| LIBAFF v
v Barr v
v Barr v
Y| LIBAFF v
v Barr v
v Barr v
v Rarr v
N Warr v
v Barr v
v Rarr v
N Warr v
v Barr v
v Rarr v
N Warr v
v Barr v
v Barr v

Sekil 3.23. NS2-3 gen bolgesine ait sekans analizlerinin GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle
(NADL cp, NADL ncp) niikleik asit karsilastiriimasi.

ey
21 A3 80vIe o
20 A1 SOV N AR
299 43 80V 1ore AL
299,48 S0V sgrs o
919 A8 80VIE Meee ap
959.81) BOVIE vare o
530,63 00V s Ak
1229 €22 00VMeE rere AN
52102 800 T Ak
202091 Ve vore o
M2 VOV 1 47Ulam TUR 3004 LEHERDE1 AL
3874 VOV 1 TUS08 hpes) geoe AL
4R34 353 2 LTS compite pereme AR

B0V 2 2509 2 (D) Dl gene AL
403 BV 2 23698 10 (D€ Nre es) gese AL
4987 VO 1 C Soher N s motense () AL
BT 184 W17 Dre) guse ABL
BAE BVOV 1108 K61 el gene. AL
TS T2 ) pene ARG

13920 TV O] gane.
964 TR Dire) gene
35490 5141 Durs) gooe
162 NADK compiete gemome.
IV a2 o) o)
2960 Loom 34 (Rpeo) gane
152 Over G ) gone
57285 s pone-

R 183 ST e gone
R 168 KIS (o) eme
BH419 164 DS ) pone
301 20 9 compute gerome

> > h bbb

A N N N R R N

Sekil 3.24. NP gen bolgesine ait sekans analizlerinin GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle
niikleik asit kargilagtirilmasi.
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Specewiteer
1. KFO48840 BVOV 1 moite USF12
2 KPOABAY VOV 1 o 51201
3 UNETI0 BVOV 1 TYETA B2
4 ABSUTS BVDV 1 Kayusbetsy
S V199890 BVOV 1 Shbezi 148

Sekil 3.25. E gen bolgesine ait dizin analizlerinin GenBank’tan elde edilen referans dizinlerle niikleik
asit karsilastirmast

Tespit Edilen Pestivirus Turleri

| Pestivirus A
M Pestivirus B
1 Pestivirus D

Pestivirus |

Tespit Edilen Pestivirus Alt Tiirleri

= BVDV-1f
m BVDV-1g
= BVDV-11

BVDV-1v

Sekil 3.26. Tespit edilen Pestivirus tiirlerinin ve alt tiirlerinin ytizdelik dagilima.




Pozitiflik saptanan numunelerin 38’1 s18ir (%62), 15’1 koyun (%24.5), 7’si kegi
(%12) ve 1’1 manda (%1.5) orijinlidir. Bu numunelerin kendi aralarindaki ytizdelik

dagilim1 Sekil 3.28°de gosterilmistir.

Pestivirus Saptanan Hayvan Tiirleri

W SIgir
B Manda
Koyun

Kegi

Sekil 3.27. Pestivirus tespit edilen 6rneklerin orjin aldiklar hayvan tiirlerinin yiizdelik dagilimi.

Pozitiflik saptanan 38 sigir 6rneginden, 35'inde Pestivirus A (26 BVDV 1-f, 4
BVDV 1-g, 4 BVDV 1-1, 1 BVDV 1-v), birinde Pestivirus B, birinde Pestivirus D ve
birinde Pestivirus [ tiirleri tespit edildi. 15 koyun 6rneginin, 7'sinde Pestivirus A (4
BVDV 1-f, 3 BVDV 1-l), l'inde Pestivirus D ve 7'sinde Pestivirus I; 7 kegi
orneginin 2’sinde Pestivirus A (2 BVDV 1-f), birinde Pestivirus D ve 4’linde
Pestivirus I tespit edildi.

(=1

12

Sekil 3.28. Ulkemiz orijinli hayvanlardan elde edilen pozitif numunelerin (n=43) toplandig iller ve
ornek sayilari.
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Bu tez ¢alismasinda NS2-3 gen bolgesi spesifik primerler kullanilarak yapilan

RT-PCR sonucunda toplam 34 6rnek pozitif reaksiyon vermis olup, bunlardan 30’u
sigir (A-1, A-3, A-5, A-6, A-8, A13, B-2, B-4, B-5, B-6, B-13, B-14, B-15, B-16, B-
21, C-1,C-2,C-3,C-4, C-5, C-6, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-18, C-22, C-26, C-

37, D-9), 4’1 koyun (B-5, C-19, C-20, C-30) orijinli 6rneklerdir.

NS2-3 primerleri ile reaksiyon veren 30 adet sigir 6rneginin 29'u Pestivirus A

[BVDV-1f (n=24), BVDV-1g (n=3), BVDV-1/ (n=2), BVDV-1v (n=1)] 1'i

Pestivirus B olup, bunlardan 25'i ncp biyotiple persiste enfekte bireyler olarak tespit

edildi. C-1, C-3 ve B-6 nolu 6rneklerin hem cp (672 bp) hem de ncp (402 bp)

biyotiplere sahip olduklar1 belirlendi. B-21 ve D-9 numarali 6rneklerde ise sadece cp

(672 bp) biyotipe rastlandi.

Cizelge 3.4 RT-PCR ve sekans sonrasi elde edilen verilerin 6zeti.

¥ RT-PCR Pestivirus Tiirleri
No | Tiir ELISA 5 Npro E NS2-3 A BlD Biyotip
UTR 1| 1f | 1v | 1g
A01| Sigir | Porzitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
A03 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
AO05| Sigir | Pozitif | Pozitif | Pozitif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
A06| Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
A08 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
A13| Sigir | Pozitif | Pozitif | Pozitif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
BO01 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | 1-/
B02 | Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-g ncp
B04 | Sigir AIT ITIS;Z & Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
B06| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif l-g “iﬁ)*
B10 | Sigir Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1-f
Alimmadi
B13 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
B14 | Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
B15| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
B16 | Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
B21 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f cp
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CO1| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif 1-f n"g;*
C02 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Pozitif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
C03| Swgr | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f n‘;%*
C04 | Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
CO05| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
C06 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 2b- ncp
< Teste .. . . .
C10| Sigir Alnmad: Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
C13| Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
C14| Sigir | Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
C15| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
C16 | Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif | 1-/ ncp
C17| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif 1-f ncp
C18| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-g ncp
C21| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1-g
C22| Sigir | Pozitif |Pozitif| Pozitif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
C26| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-f ncp
C27| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
C28| Sigir | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1-f
< Teste . . i .
C37| Sigir Alnmad: Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif 1-v ncp
38| Sigr |, S | Pozitif| Negatif | Negatif | Negatif| 1-1
E | Alinmadi & cea cea )
D02 | Sigir | Pozitif | Pozitif | Pozitif | Pozitif | Negatif 1-f
< Teste . . . .
D09 | Sigir Alnmad Pozitif | Negatif | Pozitif | Pozitif | 1-1 cp
Ara 32 38 | 10 10 | 30 |42 1/[4]1 30
Toplam
BOS | Koyun | , 1 | Pozitif| Negatif| Negatif| Pozitif | | 1-f
YUD | gy gatif | Negatif | Poziti - nep
B08 | Koyun | , 1 | Pozitif| Negatif| Negatif| Negatif| | 1-f
YU Alinmadi gatit| egalih | Negall )
B11 |Koyun | , 1% | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
YU Alinmadi & cea cea
C07 | Koyun | , 1% | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
YU Alinmadi & cea cea
C08 | Koyun | , 1% | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
YU Alinmadi cea cea cea
C12 | Koyun | Poztif |Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1-f
Teste . . . .
C19 | Koyun Alinmads Pozitif | Negatif | Negatif | Pozitif | 1-/ ncp
€20 | Koyun | , 1 | Pozitif| Negatif| Negatif| Pozitif 1-f
YU Alinmadi g c8 © nep
€30 | Koyun | , LS5 | pogitif | Negatif | Negatif| Pozitif | 1 n
YU Alinmadi & & ) °p
€32 | Koyun | , 1% | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
YU Alinmadi cea cea cea
€33 | Koyun | , 1% | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
YU Alinmadi cea cea cea
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C41 | Koyun AIT Ezz & Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif I
C42 | Koyun Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif I
Alinmadi
D03 | Koyun Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif | 1-/
Alinmadi
D10 | Koyun Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
Alinmadi
Ara 1 15 0 0 4 | 3|4 7| 4
Toplam
B03 | Keci Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1f
Alinmadi
B07 | Keci Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif 1f
Alinmadi
C09 | Keci | Pozitif |Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
C31]| Kegi AEEEEZ o, | Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif I
D01 | Keci Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif I
Alinmadi
D04 | Keci Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif I
Alinmadi
D11 | Kegi AlT Ifrs;z & Pozitif | Pozitif | Negatif | Negatif I
Ara 1 7 0 0 0 [0]2 41 0
Toplam
D12 | Manda Teste Pozitif | Negatif | Negatif | Negatif
Alinmadi
Ara
Toplam 0 1 0 0 0
Genel 34 61 | 11 1 34 | 7|3 12| 34
Toplam
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4. TARTISMA

Ruminantlarda Pestivirus kaynakli enfeksiyonlar, tiim diinyada oldugu gibi
iilkemiz hayvancilig1 i¢in de 6nemli ekonomik kayiplarin yanisira, hayvan sagligini
ve dol verimliligini de etkileyerek, multisistemik hastalik semptomlarina neden olan,
tiirler aras1 gecis yetenekleri ve biyocesitlilikleri sebebiyle de Veteriner Viroloji’de

giincelligini koruyan calisma konularinin basinda gelmektedirler.

Pestivirus enfeksiyonlariyla ilgili yiiriitilen kontrol programlarinin
temelinde; persiste enfekte (PI) bireylerin hizli/dogru tanisimi yapmak ve bu
bireylerin siiriiden uzaklastirilmasini saglamak 6nem arz etmektedir. Pestivirus ile
enfekte olmus hayvanlarin tespiti i¢in farkli yontemler bildirilmistir. Bu yontemler
kullanilirken en 6nemli nokta, akut enfekte olmus hayvanlarin, PI hayvanlardan
hizla ayirt edilmesidir. PI hayvanlarin varligini tespit etmek i¢in virus izolasyonu
(VI), immunohistokimyasal testler (IHC), ELISA (Antigen-capture enzyme (ACE)-
linked immunosorbent assay) ve Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) metotlar1 mevcut olup; birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Virus izolasyon yontemleri; klinik orneklerden pestiviruslarin
tanimlanmasinda “altin standart” tani teknigi olmakla birlikte (Sandvik, 2005);
emek, deneyim, laboratuvar alt yapis1 gerektiren ve hizli sonug verilmesi gereken
durumlarda dezavantaja sahip tani teknigi oldugundan, giiniimiizde antijen ELISA
ve PCR temelli teknikler daha tercih edilir hale gelmistir. Akut, yani gegici enfekte
(transient-TI) ve PI hayvanlarin ayriminin yapilabilmesi i¢in pozitif tespit edilen
hayvanlarin en az 3 hafta sonra tekrar test edilmeleri gerektiginden (Cornish ve ark.,
2005 ve Edmondson ve ark., 2007) ve kolostral antikorlarin gen¢ hayvanlarda
serumdaki serbest virus miktarini azaltabilmesine dayali olgular nedeniyle hiicre
kiiltiirii izolasyon metodlarinin hassasiyetinin diismesine sebep olabildiginden (Palfi
ve ark., 1993); bu metodun Pestivirus hizli tanisinda ziyade, izolasyon
calismalarinda kullanimi1 s6z konusudur. Ayrica biiyiikk ve kiiciikbas hayvanlari

enfekte eden ve tiirler aras1 da yayilabilen pestiviruslarin biyogesitliliginin de yiiksek
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oldugu bilinmektedir. Bu nedenle tan1 metodlarinin tek basina kullanimi yetersiz
kalmaktadir. Yukarida belirtilen avantaj ve dezavantajlar dikkate alinarak ruminant
kokenli pestiviruslarin tanisim1 temel alan bu doktora tez calismasinda; antijen

ELISA ve konvansiyonel PCR tekniklerinin birlikte kullanimi tercih edilmistir.

Antijen capture ELISA testleri, Pestiviral antijeni tespit etmek i¢in duyarl,
0zgiil ve tekrarlanabilirlige sahip olmakla birlikte, test protokoliinde bildirildigi gibi
tan1 materyali olarak kan ve kulak kikirdagi kullanimini zorunlu kilmaktadir. Ayrica
ozellikle PI sigirlarin tanimlanmasi i¢in ekonomik bir yontem olarak énerilmektedir
(Pacheco ve Lager, 2003). Pestivirus genomunun yapisal (C ve E™, El1, E2) ve
yapisal olmayan (NS) proteinlerinden bazilari, teshis amaciyla laboratuvar
testlerinde hedeflenen antijenik bolgelerdir. Pestiviral replikasyon sirasinda kanda
ilk sentezlenen erken protein olan E™ basta olmak iizere, biyotip belirteci olan NS3
(P80) gen bolgesi de; antijen ELISA’lar ile saptanabilen proteinlerdir. Pestivirus
eradikasyon programi uygulayan lilkelerin ¢ogunda, kan serum ve plazmasindaki
pestiviral E™ proteinini belirleyen antijen ELISA testi tercih edilmis olup, hem kan
hem kulak kikirdagi i¢in optimize ve valide edilmistir. Avrupa iilkelerindeki kontrol
programlarinda kulak kiipelemesi sirasinda alinan kikirdak Ornegi sayesinde,
kiipelenen tiim hayvanlardan alinan Ornekler Pestivirus antijeni yoniinden test
edilebilmektedir. Iskandinav iilkelerinde BVDV'nin basarili bir sekilde ortadan
kaldirilmasinin ardindan, giiniimiizde Isvicre, Almanya, Avusturya, Liiksemburg ve
Irlanda gibi Avrupa iilkeleri BVDV'yi kontrol altina almak ve hayvan sagligi igin
yarattig1 riskleri ortadan kaldirmak i¢in eradikasyon programlar1 uygulamaya devam
etmektedir (GreiserWilke ve ark., 2003 ve Schoepf ve ark., 2016). Bu programlarin
en Odnemli agsamasi olan persiste enfekte hayvanlarin tespiti dncelikli olarak antijen
ELISA testleri kullanilarak gergeklestirilmektedir (Barrett ve ark., 2011; Krametter-
Froetscher ve ark., 2009; Thomann ve ark 2017 ve Wernike ve ark., 2017). Ancak
antijen ELISA ile kiiclik ruminantlardaki pestivirus enfeksiyonlarinin tanisinda
bazen yetersizlikler goriilebilmektedir. Bu tez calismasinda ticari antijen ELISA
kitleri i¢erisinde E™ proteinine yonelik olan kit tercih edilmis olup, kan numunelerin
tamami bu kit ile test edilmistir. Kiipeleme metodu ile kulak kikirdagi eldesi,

tilkemizde uygulanan bir metod olmadigindan, doku materyali 6rneklemesi miimkiin
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olamamistir. Ayrica; antijen ELISA kit protokoliinde organ 6rneklerinin kullanimi
onerilmediginden bu metodda teshis materyali olarak doku 6rnegi kullanilmasi
miimkiin olmamis, sadece kan numuneleri antijen ELISA ile test edilmistir. Bu tez
kapsaminda; toplam 115 ruminant 6rnegi incelenmis olup, 85’1 Tiirkiye orijinli, 30’u
ise ithalat yolu ile lilkemize gelen hayvanlardan elde edilmistir. Tiirkiye’den elde
edilen 6rneklerin 29°u atik fetiis, 16’s1 erigkin hayvana ait organ/doku ve 40 adedi
de kan 6rnegidir. ithalat yolu ile gelen hayvanlardan elde edilen 6rneklerin tamami

tam kan numunesidir (n=30).

Bu calismada pestivirus siipheli kan numunelerinden %55,73"inde (34/70)
antijen pozitiflik belirlenmistir. Pozitiflik saptanan 34 kan numunesinin tiimii, RT-
PCR ile de pozitif olarak tespit edilmistir. Bu konu ile ilgili iilkemizde yapilan ve
Pestivirus tan1 metodlarinin karsilastirildigi bir calismadan (Tuncer ve Yesilbag,
2017) farkl olarak; bu tez calismasinda kan numuneleri i¢in antijen ELISA ve RT-
PCR arasinda tam bir uyum oldugu belirlenmistir. Tuncer ve Yesilbag’in (2017)
calismasinda iki test arasindaki uyumsuzlugun nedeni; 6rneklerin uygun kosullarda
saklanmamasi ve dondurma ¢6zme sirasinda RNA’nin kaybindan kaynakli
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Bu tez ¢calismasinda kullanilan kan 6rneklert;
antijen ELISA ile 6rnek kabuliinii takip eden en kisa siire¢ igerisinde test edilmis
olup, RT-PCR calismalarinda test edilmek iizere yaklasik 2 yil siireyle dondurulup
saklanmistir. Bu ¢aligmada; herhangi bir antijenik kayip yasanmamasinin ve iki test
metodu sonuglarinin tam uyum gdstermis olmasinin nedeni, numunelerin -80 °C’de
uygun kosullarda saklanmasi ve tanisal tekniklerin dogru bir sekilde uygulanmasi

seklinde yorumlanmastir.

RT-PCR metodu, Pestivirus enfeksiyonlari i¢in rutin bir teshis yontemi
olarak giiniimiizde kullanilmaktadir. Bu metodda; serum, kan (buffy coats), dokular,
fotal sivilar, siit, nazal swab ve PI hayvanlarinin deri 6rnekleri de dahil olmak tizere
cok cesitli klinik 6rnekte Pestivirus tanisi yapilabilmektedir (Drew ve ark., 1999;
Peddireddi ve ark., 2018 ve Stokstad ve ark., 2003). RT-PCR ile Pestivirus
taramasinda, korunakli boélge olan 5’UTR't hedefleyen pan-generik primerler

siklikla tercih edilmektedir. Abort veya 6lii dogum vakalarinda, organ materyalinden
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tan1 yapmaya imkan saglayan RT-PCR teknigi bu tez ¢alismasinda da kullanilmig
olup; sadece antijenik pestivirus varligi degil, aym1 zamanda elde edilen
amplikonlarin dizin analizleri de yapilarak tiir tayinine imkan saglanabilmistir.
Pestivirus tiirlerinin klasik taksonomisinde; gecmiste konake¢i spesifik bir yol
izlenmis olmasina ragmen molekiiler karakterizasyon ¢aligmalarinin yayginlagmasi
ile farkl: tiirlere ait Pestiviruslarin da dogal konakgilar1 disinda enfeksiyon yapma
yeteneklerinin oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle dogal konak¢idan koken alan
isimlendirme (BVDV-1, BVDV-2, BDV ve CSFV) (Julia ve ark., 2009 ve Vilcek ve
ark., 1997), yerini ICTV’nin karar1 dogrultusunda alfabetik siniflandirmaya
birakmistir (ICTV, 2017 ve Smith ve ark., 2017).

Bu doktora tez ¢aligmasinda pestivirus tiirleri giincel alfabetik siniflandirma
ile verilirken, alt tiir isimlendirmelerinde klasik siniflandirmaya baglh kalinmstir.
Molekiiler aragtirmada pestiviruslarin 4 gen bolgesine ait primerler kullanilmis olup,
5’UTR bolgesi yoniinden 61, NS2-3 gen bdlgesi yoniinden 34, NP gen bolgesi
yoniinden 11 ve E gen boélgesi yoniinden 11 dizin verisine gore; Pestivirus A,
Pestivirus B, Pestivirus D ve Pestivirus I tirlerinin varligi/yayginlig1 ve tiirler arasi

gecisleri tespit edilmistir.

Eradikasyon programlarinda persiste enfekte hayvanlarin tespiti kadar
onemli olan bir diger konu, belirlenen pozitifligin Pestivirus genusunun hangi tiir
ve/veya alt tiirii ile meydana gelmis oldugudur. Tiir ve alt tiir tespiti; eradikasyon
programlarinda kullanilabilecek asinin se¢iminde (as1 etkinligi/etkililigi) dnemli
oldugu gibi, aym1 zamanda hastaligin epidemiyolojik durumu hakkinda bilgi
edinilmesi ve o cografyaya ait yeni tiirlerin varliginin arastirilmasinda da kritik rol
oynar. Konvansiyonel RT-PCR tekniginin hem tan1 hem de karakterizasyon igin
kullanilabilmesi, bu metodun yiiriitiilecek eradikasyon programlarinin se¢iminde de
degerini arttirmaktadir (Greiser-Wilke ve ark., 2003; Oguzoglu ve ark., 2011;
Wernike ve ark., 2017). Molekiiler tiplendirme ¢alismalarinda; Pestiviruslarin ¢esitli
gen bolgelerine spesifik (5’UTR, 3’UTR ve ORF’nin ¢esitli proteinlerini hedef alan)
primerler kullanilarak 22 Pestivirus A (a-v), 4 Pestivirus B (a-d), 4 Pestivirus H (a-
d), 8 Pestivirus D (1-8) alt tiirii tanimlanmistir (Becher ve ark., 1999; De Oliveira
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Figueiredo ve ark., 2019; Nagai ve ark., 2004; Oguzoglu ve ark., 2011; Oguzoglu ve
ark., 2019; Ridpath ve ark., 1994; Yesilbag ve ark., 2017 ve Vilcek ve ark., 1994).
Pestiviruslardaki yiiksek biyocesitlilik ve alt tiplendirmede hangi gen bolgesinin
secilecegi konusundaki farkli yaklasimlar, siniflandirmada da yeniligi gerektirmistir.
Tiir tayini ve alt tiplendirmede; viral genomun tamaminin analiz edilmesi daha dogru
bir yaklasim olsa da, maliyetinin yliksek olusu ve rutin teshiste uygulanabilirlik
imkan1 olmamasi nedeniyle bir¢cok laboratuvar igin tercih edilememektedir. Tek bir
genomik bolgeye dayali analiz Pestivirus tiirlerini tanimlamak igin pratik olsa da,
tek bir bolgeye dayali alt tiir tiplendirmeleri viruslarin hatali siniflandirilmasina
neden olabilmektedir. Ayrica, pestiviruslar arasindaki rekombinasyon olasilig1 da
g0z Oniline alindiginda, bireysel hedeflere dayali alt tiplendirmenin, analiz edilen
genomik bolgeye gore farkli gruplanmalar olusturmasi miimkiindiir. Miicadelede as1
kullanim1 s6z konusu oldugunda; iilkede var olan tiir ve alt tiplerin belirlenmesi de
onem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasinda, daha 6nce alt tiir siniflandirmasi i¢in de
siklikla kullanilan pestiviruslarin 5’UTR, NP, NS2-3 ve E2 gen bolgelerine yonelik
RT-PCR testleri yapilmistir. Ayn1 numuneye ait anilan bu dort gen bolgesine yonelik
dizinlerin filogenetik analizlerinde, tiir ve alt tiir tespitinde gen bdlgeleri arasinda
herhangi bir farkliliga rastlanmamistir. Bu ¢alismada, Pestivirus A (n=44), Pestivirus
B (n=1), Pestivirus D (n=4) ve Pestivirus I (n=12) olmak iizere toplamda 61 adet
ruminant 0rnegi karakterize edilmistir (Cizelge 3.3; Cizelge 3.4; Sekil 3.9). Bu
orneklerin cografik orijinleri incelendiginde; iilkemiz cografyasindan (Marmara
Bolgesi) ve ithalat yoluyla {ilkemize girisleri sirasinda test edilen ruminantlardan
koken aldig1 goriilmektedir (Cizelge 3.3). Pozitiflik saptanan 6rneklerin orijin aldigi
hayvan tiirleri; sigir (n=38), koyun (n=15), keci (n=7) ve mandadir (n=1) (Cizelge
3.3; Sekil 3.27).

Tiirkiye'de Pestivirus A'nin serolojik prevalansinin % 24,8 - % 64,7 arasinda
degistigi bildirilmistir (Burgu, 1999 ve Burgu ve ark., 2003). Burgu ve ark.,
(2003)’nin 12413 sigirdan 40 Ornekte pestivirus pozitifligi saptadigi virolojik
calismada, pozitiflerden alinan ikincil kan 6rneklerinden de 9 hayvanda persiste
enfeksiyon tespiti yapilmistir. Bu tez calismasinda NS2-3 gen bolgesine yonelik RT-

PCR sonucunda, 34 6rnekte pestivirus enfeksiyonu tespiti yapilmistir (Sekil 3.9 ve
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3.24). Persiste enfekte olduklar tek kan 6rneklemesi ile tespit edilen 3 sigirdan (A-
5/B-15; A-3/B13; A-1/B14) 21 giin sonra alinan ikincil kan Orneklerinde de
Pestivirus antijeni varlig1r tespiti yapilmis olup, bu hayvanlarda persiste
enfeksiyonun varligi, hem antijen ELISA hem de RT-PCR ile teyit edilmistir. Bu tez
caligmasinda pozitiflik belirlenen numuneler igerisindeki persiste enfeksiyon orani

% 4,91 (3/61) olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda 22 koyun 6rneginden 15’inde pozitiflik tespit edilmis
olup, 12’si abort materyali (8/12, %66), 9’u eriskin koyundan organ 6rnegi (6/9,
%66), 2’si eriskin koyundan kan (1/2, %350) numunesidir. Albayrak ve ark.,
(2011)’nin yaptig1 bir calismada, koyun abort materyallerinde %66,66, sigir abort
materyallerinde %28,57 pozitiflik oranlar1 bildirilmis olup, bu tez caligmasinda
koyun abort materyallerinde %68 (15/22), sigir abort materyallerinde %85,71 (6/7)
oraninda pestivirus pozitifligi belirlenmistir. Bu ¢alismada sigir abort materyali
sayis1 7 olup, bu yliksek pozitifligin sigir abort drneklerinin azligindan kaynakli
oldugu kanaatine varilmistir. Dolayisiyla sigir abort materyal sayisinin fazla olacagi
arastirmalara ihtiyag olup, abort olgularinda pestivirus prevalansina yonelik gercek
pozitiflik oraninin ilerideki ¢alisma sonuglariyla degerlendirilmesinin daha dogru bir

yaklasim olacag diigiiniilmektedir.

Bu tez calismasindaki filogenetik analizler sonucunda; Pestivirus A tiiri en
cok alt tip cesitliliginin gortildiigli grup olmustur. Bu baglamda; Pestivirus A tiirtinde
BVDV alt tipleri olarak f (n=32) >/ (n=7) > g (n=4) > v (n=1) seklinde bir siralama
(Cizelge 3.3; Cizelge 3.4; Sekil 3.9) s6z konusu olmustur:

- BVDV-If alt tiirii; si8ir (n=26), koyun (n=4) ve kec¢i (n=2) orijinli
orneklerde tespit edilmistir.

- BVDV-1/alt tiirii; s1g1r (n=4) ve koyun (n=3) orijinli 6rneklerde tespit
edilmistir.

- BVDV-1g alt tiirii; sadece sigir (n=4) orijinli 6rneklerde tespit

edilmistir.

- BVDV-1valt tiirii; sadece sigir (n=1) orijinli drnekte tespit edilmistir.
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Bu calismada Pestivirus B tiirtinden bir adet sigir 6rnegi pozitif bulunmusg
olup, filogenetik analizde BVDV-2b alt tipinde yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 3.9
ve 3.15).

Pestivirus D tiirtinde siniflandirilan 6rnek sayisi 4’tiir. Hayvan tiiri bazinda
degerlendirildiginde sigir (n=1), koyun (n=1), ke¢i (n=1), manda (n=1) seklinde bir
dagilim s6z konusudur (Cizelge 3.3, Sekil 3.9 ve 3.14).

Pestivirus I tlrinde bulunan 12 06rnek hayvan tiiri agisindan
degerlendirildiginde koyun (n=7), keci (n=4) ve si8ir (n=1) orijinlidir (Cizelge 3.3;
Sekil 3.9).

Bu tez kapsaminda pestiviruslarin dort gen bolgesine (5’UTR, NP, E, NS2-
3) yonelik olarak elde edilen filogenetik analiz sonuglar1 asagida literatiir esliginde

tartisilmastir:

BVDV-1fnin ilk bildirimi; Vilcek ve ark. (2001) tarafindan yapilmis olup,
calismada kan ve organ ornekleri kullanilmistir. BVDV-1fnin bulundugu iilkeler
olarak Avusturya, Macaristan, italya, Slovakya bildirilmistir. Sonraki yillarda
yapilan arastirmalarda; BVDV-1fnin Avrupa kitasinda ve tilkemizde sirkiile oldugu
rapor edilmistir (Oguzoglu ve ark 2011 ve Yesilbag ve ark., 2017). Bu doktora tez
calismasinda BVDV-1f grubu 6rnekler yogun olarak tespit edilmis olup, materyal
olarak kan, aborte fetlis ve organ orneklerinde pozitiflik bulunmustur. Bulgular,

literatiirle de uyumludur.

Tez calismasindaki A ve B 6rneklemelerine ait BVDV-1falt tipindeki dizinler
genellikle cografik orijin olarak Kirklareli, Kocaeli, Tekirdag, Edirne, Canakkale ve
Bursa illerinden kdken almaktadir. Bu 6rneklerin 14 adedi sigir (A-1, A-3, A-5, A-6,
A-8, A-13, B-3, B-4, B-10, B-13, B-14, B-15, B16, B-21), 1 adedi kegi (B-7) ve 2
adedi koyuna (B-5, B-8) aittir (Cizelge 3.3; Sekil 3.9). Sigir 6rnekleri tam kan/serum
ornekleridir. Kii¢iik ruminatlardan elde edilen ornekler, fotal dokular ve Olen

hayvanlara ait organ 6rneklerini kapsamaktadir.
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Ayni isletmeden alinan ve persiste enfekte olduklari tespit edilen 3 sigira (A-
5/B-15; A-3/B13; A-1/B-14) ait kan oOrneklerinden elde edilen dizinler
incelendiginde; BVDV-1f grubunda yer aldiklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.3; Sekil
3.9). Bu isletmeden bildirilen klinik bulgular arasinda; abort ve 6lii buzagi dogumlari
yer almaktadir. BVDV-I1f alt grubunda yer alan etkenlere yonelik caligmalarda;
persiste enfeksiyonun yani sira bu hayvanlarda gozlenen abortlar, 6lii dogum ve
yasama giicli zayif yavru dogumlar1 dikkate alindiginda BVDV 1f grubuna ait
viruslarin dol verimliligini negatif yonde etkiledigine dair bir iliskilendirme

yapilabilecegi kanaati olugmustur.

BVDV-If alt tipi iilkemizde sigir 6rneklerinde tespit edilmis olup, kiigiik
ruminant Orneklerinde heniiz bildirimi yapilmamistir (Oguzoglu ve ark., 2011 ve
Sevik, 2021). Bu doktora tezinde 1f grubunda oldugu tespit edilen 6 6rnek (koyun
ornekleri B-5, B-8, C-12, C-20, keci 6rnekleri B-3, B-7) kiiciik ruminant orijinli olup,
bunlardan sadece biri ithal edilen (C-12) koyunlardan elde edilmistir (Cizelge 3.3,
Sekil 3.9). iki kegiye ait olan &rnekler (B-3, B-7) Canakkale ve Edirne illerinden
gelmektedir. S6z konusu bu iki 6rnek organ numunesi olup, eriskin disi kegiye aittir.
BVDV-1f bulunan 4 (B-5, B-8, C-12, C-20) koyun 6rnegi Bursa, Kirklareli, Kocaeli
ve Avrupa’dan ithalat orijinlidir. B-5 ve B-8 eriskin koyunlara ait doku &rnekleri, C-
20 kod numaral1 6rnek aborte fotus ve C-12 numarali 6rnek erigkin bir koyuna ait kan
ornegi olup; klinik bulgular ve Ornekler dikkate alinarak sonuglar
degerlendirildiginde; kii¢iik ruminantlarda BVDV-1f ile olusan hastalik tablosunda
hem erigkin hayvanlarda hem de gebelerde enfeksiyonun gozlenebilecegi tespit
edilmistir. Ulkemizde BVDV-1fnin kiiciik ruminantlarda varhig: ilk kez bu tez
calismasinda belirlenmis olup; eriskin kii¢iik ruminantlarda liimlere ve gebelerde
abortlara neden oldugu ortaya konmustur. Bu sonuglar BVDV-1fnin sigirlardaki

klinik bulgulariyla da ortiismektedir.

B-7, B-8 ve C-20 ornekleri Marmara bolgesinden aborte fotuslardan elde
edilmistir. Bu durum dikkate alindiginda; BVDV-1f suslarinin dol verimliligini direkt
etkileyebilecek bir potansiyele sahip oldugu ve siklikla abort olaylarinda aktif bir rol

aldig1 goriilmektedir.
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C-20 ornegi koyun orijinli ve Kirklareli’nden gelen bir 6rnek olup, BVDV-1f
alt tiiriinde yer alan ncp biyotipte bir virus oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.9 ve 3.11).
Bu 6rnegin aborte koyun fotusundan kdken almasi, ayni1 bolgeden gelen (Kirklareli /
Tirkgeldi) sigir ornekleri (A-1, A-3, A-5, A-6, A-8, A-13) ile kurdugumuz
hipotezimizi dogrulamaktadir. BVDV-1f kiiciik ruminantlarda sigirlarda oldugu gibi
hem persiste enfeksiyon hem de abort vakalarindan sorumlu bir alt tip olarak

goriilmektedir.

C-13, C-17, C-22, D-2 ornekleri ithalatla iilkemize gelen bir diger hayvan
grubunu olusturmaktadir. Bu ornekler filogenetik agacta, BVDV-1f’ye yakin
lokasyon gostermis olmakla birlikte (Sekil 3.9), kendi aralarinda ayr1 bir grup
olusturmaktadir. Bu orneklere ait hayvanlarm, Ulkemize giris yapmamalari

nedeniyle lilkesel anlamda herhangi bir degerlendirme yapilmamustir.

Ayni sekilde C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 ve C-28 numaral1 6rnekler ithalat yolu
ile Ulkemize gelen sigirlardan elde edilmis 6rneklerdir. Bu &rneklere ait filogenetik
analiz sonuglarina gore BVDV-1f alt grubuna yakin olmalarina ragmen, ayr1 bir grup
olusturduklart goriilmektedir (Sekil 3.9). C-1 ve C-3 numarali 6rnekler ayn1 anda
Avrupa kitasindan Ulkemize ithalat yolu ile getirilen s18irlara ait olup, bu drneklerde
hem ncp hem de cp Pestivirus biyotiplerinin varligi RT-PCR ile tespit edilmistir. Bu
iki s1g1ir 6rnegindeki cp ve ncp biyotiplerin birlikte varligi, bu hayvanlarda MD
tablosunun olustugu seklinde yorumlanmistir. Bu gruptaki bireylerin, ithal hayvanlar
olmas1 nedeniyle lilkemize girisleri engellenmis olup, bu sayede yeni alt tiplerin
tilkemizdeki pestivirus biyogesitliligini arttirma potansiyellerinin 6niline gegilmistir
Bu baglamda; bu gruptaki pozitifliklerin iilkesel anlamda bir degerlendirmesi

yapilmamistir.

Calismada test edilen sigir orjjinli dort ornek (B-2, B-6, C-18, C-21)
BVDVlg grubunda klasifiye edilmistir (Sekil 3.9). Bu 6rneklerin elde edildigi dort
hayvan da Avrupa’dan iilkemize ithal edilmek istenen hayvanlardir. Bu taramalarla

enfekte hayvanlarin iilkemiz sinirlari igerisine girisleri onlenmistir.
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Ulkemizde lokal dominant sus olarak belirtilen BVDV-1/ alt grubu, ilk kez
Yesilbag ve ark. (2008) tarafindan bildirilmistir. Ayni y1l i¢erisinde BVDV-1/ olarak
Fransa’dan bir bildirim daha yapilmis olsa da (Jackova ve ark., 2008); bu iki ayni
isimli alt tiirtin farki gruplar oldugu belirlenmistir (Minami ve ark., 2011).
Giliniimiize kadar yapilan calismalarda BVDV-1/ alt tiirliniin Tiirkiye’de yaygin
oldugu gosterilmistir (Oguzoglu ve ark., 2011 ve Yesilbag ve ark., 2008). Doktora
tez ¢calismasinda sigir (B-1, C-16, C-38, D-9) ve koyun (D-3, C-19, C-30) orijinli
olmak tizere toplam 7 6rnek BVDV-1/ alt tipi ile ayn1 grup igerisinde yer almistir
(Cizelge 3.3, Cizelge 3.4, Sekil 3.9). Ulkemizde bugiine dek BVDV-1/ lokal
dominant alt tipin varlif1 sadece sigirlarda bildirilmis olup, bu tez ¢aligmasinda
kii¢iik ruminantlarda da BVDV-1/ alt tipinin varlig1 belirlenmistir. Kii¢iik ruminant
orijinli aborte fotus kaynakli dokularda ve bir adet kuzuya ait organ G6rneginde
belirlenen bu alt tip, klinik bulgular agisindan degerlendirdiginde enfeksiyonun
biiyilk ruminantlarda meydana getirdigi bulgulara benzerlik goéstermekte olup,
BVDV-1/ alt tipinin kiiclik ruminantlarda abort ve yasama giicli zayif yavru
dogumlarina sebep oldugu seklinde yorumlanmistir. Ayrica Pestiviruslarin tiirler
aras1 geeis Ozelligi agisindan degerlendirildiginde, BVDV-1/ alt tipinin sadece
biiyiik ruminantlarda degil, kiiclik ruminantlarda da enfeksiyonlara yol acabilecegi

tespit edilmistir.

B-1 ve C-19 numarali numuneler, filogenetik olarak her ne kadar iilkemiz
icin lokal dominant sus kabul edilen BVDV-1/"ye yakin olsalar da kendi aralarinda
farkli bir alt tip olusturma ihtimali g6z ardi1 edilmemelidir (Sekil 3.9). Bu baglamda;
ileriki y1llarda elde edilebilecek benzer 6rneklerin yeni alt grubun igerisinde yer alma
potansiyeli sorgulanmalidir. Ayn1 zamanda bu yeni alt tipte hem sigir hem koyun
orijinli viruslarin yer alabilecegi tespit edilmistir. Dolayisiyla bu alt tip i¢in, tiirler
arast gec¢is ihtimalinin de unutulmamasi gereken bir oOzellik oldugu

degerlendirilmistir.
Oguzoglu ve ark.’nin (2019) 1291 sigir 6rneginde yaptiklar: ¢alismada yeni

bir alt tiir tespit ederek, bu alt tiirii BVDV-1v olarak isimlendirmistir. Bu tez

caligmasinda da Diizce ilinden elde ettigimiz sigir orijinli C-37 numarali ornek,
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filogenetik agacta BVDV-1v alt tiirleri ile ayn1 grup igerisinde yer almistir (Sekil
3.9). BVDV-1v alt tipinin bildiriminin yapildig: tarih dikkate alindiginda, aradan
gecen siire¢ zarfinda bu tipin tilkemiz cografyasina yayilmakta oldugu tespit edilmis
olup, ileride yapilacak taramalarda yeni bir lokal dominant sus adayir olma

potansiyelinin arastirilmasi dnerilmektedir.

Pestivirus B tiirli ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri (Ridpath ve ark., 1994) ve
ilerleyen yillarda Avrupa kitasindan rapor edilmis (Wolfmeyer ve ark., 1997), takip
eden yillarda 5’UTR gen bolgesine yonelik yapilan molekiiler calismalarla dort alt
gruba (BVDV-2a, -2b, -2¢ ve -2d) ayrilmistir (Decaro ve ark., 2017; Flores ve ark.,
2002; Giangaspero ve ark., 2008; Jones ve ark., 2001 ve Ridpath ve ark., 2000). Bu
tez caligmasinda ithalat yoluyla iilkemize gelen bir sigirdan Pestivirus B tiiriinde
pozitiflik elde edilmistir (Sekil 3.9). Ulkemize bu hayvanin girisi olmamakla birlikte,
iilkemizde daha once Pestivirus B tiri (BVDV-2a) enfeksiyonlarinin varligi
bildirilmistir (Oguzoglu ve ark., 2010; Sarikaya ve ark., 2012 ve Yilmaz ve ark.,
2012). Bu ornek icin Tirkiye orijinli olmamasi nedeniyle iilkesel bazli bir
degerlendirme yapilmamakla birlikte, diinyada var olan Pestivirus B tiirleri ile
karsilastirilmas1 yapildiginda BVDV-2b olanlarla ayn1 dalda yer aldigi tespit
edilmistir (Sekil 3.14). Elde edilen sonuglar; iilkemize canli hayvan ithalati
yapildiginda Pestivirus enfeksiyonu yoniinden ruminantlarin taranmasi gerekliligini

bir kez daha ortaya koymaktadir.

Border Disease Viruslari (BDV) klasik adlandirmada orijin aldiklar
hayvanlara gore klasifiye edilmis olmakla beraber, filogenetik caligmalar sayesinde
yapilan yeni simiflandirmada bu viruslar da antijenik yapilarmma gore yeni
isimlendirmeye alinmistir. Ulkemizde daha énce yapilan calismalarda, lokal BD
viruslarinin farkli bir molekiiler karakteristigi oldugu ve ayri bir tlir (Pestivirus I)
olusturduklari bildirilmistir (Oguzoglu ve ark., 2009 ve Toplu ve ark., 2012). Bu tez
calismasinda; Pestivirus D ve Pestivirus [ tiirlerinin ruminantlarda varligi

belirlenmistir (Sekil 3.9, 3.12 ve 3.14)
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Pestivirus D igerisinde karakterize edilen 4 adet dizin, 4 farkli ruminant
tirinden orijin almaktadir (1 keg¢i, 1 koyun, 1 sigir ve 1 manda). Giincel
taksonomide; klasik BDV suslar1 Pestivirus D olarak klasifiye edilmistir. Anilan bu
4 farkli hayvandan elde edilen dizinler da klasik BDV suslar1 gibi Pestivirus D tiirii
icinde yer almaktadir. Konak spektrumuna bakildiginda; bu doktora tezinde, koyun
ve kegi yani sira, sigir ve mandalarda da Pestivirus D tiirliniin varli1 belirlenmistir.
Literatiir taramasinda klasik BDV suslarinin biiylik ruminantlarda varlig: ile ilgili
herhangi bildirime rastlanmadigindan, tilkemizde biiylik ruminantlarda Pestivirus D
tiiriinlin varlig1 ilk kez bu ¢alisma kapsaminda gosterilmistir. Ayrica bu 4 dizin (C-
9, C-27,D-10, D-12) diger Pestivirus D tiirlerinden farkli olarak kendi aralarinda tek
bir dal olusturmaktadirlar (3.14). Cografik orijinlerine bakildiginda koyun (D-10),
keci (C-9) ve manda (D-12) orijinli 6rnekler Kocaeli ilinden alinmistir. Kocaeli
ilinde Pestivirus D tiirline ait bu sikligin olusu ve farkli ruminant tiirlerinde
goriilmesi, hem tiirden tiire bulasin tipik bir 6rnegi hem de lokal bir virus
sirkiilasyonunu gostermektedir. Kocaeli’nde 2021 yilinda abortlara neden olan
pestiviruslarin kendi aralarinda da homoloji gdstermeleri, ayn1 mera kaynakli bir
bulas hipotezini kuvvetlendirmektedir. Pestivirus D tiirlinden son 6rnek ithalat yolu
ile iilkeye giristen men edilen bir sigira (C-27) aittir. Ulkemiz cografyasinda var olan
suslarla ile filogenetik olarak yakin bulunan bu sigir pestivirusu (C-27), filogenetik
agacta iilkemiz orijinli diger ruminant 6rnekleri (C-9, D10 ve D12) ile ayn1 grupta

yer almistir (Sekil 3.13, 3.16 ve 3.17).

Oguzoglu ve ark. (2009) Burdur (BDV/Burdur/05/cp) ve Aydin (BDV/
Aydin/04/ncp) illerinden aldiklari kii¢lik ruminant 6rneklerinde pestiviruslarin 5'UTR
ve N*ogen bolgelerini hedef alarak RT-PCR ile daha sonra Pestivirus I tiirii olarak
adlandirilan yeni bir Pestivirus tiiriinii belirlemislerdir. Ulkemizde son yillarda sigir
orijinli Pestivirus I viruslarinin varligi da bildirilmis olup (Sevik, 2021), bu doktora
tezinde Yalova ilinden gonderilen sigir orijinli bir 6rnekte (C-10) de Pestivirus 1
tespiti yapilmistir. Ayrica bu tez kapsaminda elde edilen kiiclik ruminant orijinli
pozitif 11 6rnegin Pestivirus I tiirtinde olduklar (koyun B-11, C-7, C-8, C-32, C-33,
C-41, C42) (keci C-31, D-1, D-4, D11) belirlenmistir (Sekil 3.9. ve 3.11). Bu

baglamda; pestiviruslarin tiirler arasi gegisine yeni ornekler elde edilmistir. Ayrica;
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Pestivirus I tirtinlin lilkemiz cografyasi i¢cin dominant lokal bir tiir oldugu kanaatine

varilmigtir.

Pestiviruslar; ftretildikleri doku/hiicre kiiltlirlerinde morfolojik bozukluk
meydana getiren (sitopatojen-cp) ve herhangi morfolojik bozukluk meydana
getirmeyen (non sitopatojen-ncp olmak iizere iki biyotipe ayrilir (McClurkin, 1985).
Sitopatojen olmayan biyotipteki Pestiviruslar PI’dan sorumludurlar (Tautz ve ark.,
1993 ve Vilcek ve ark., 2000). Ncp Pestivirus biyotiplerinin yagam dongiisiinde
yapisal olmayan NS2-3 proteininin islenmesi ve diizenlenmesi biiyiik dneme sahiptir.
Persiste virus meydana getirebilme yetenegi, NS2-3 proteininin boliinme siirecinin
asag1 yonlii regiilasyonu ve bu siirecin dogal sonucu olan NS2-3 birikimi ile dogrudan
baglantilidir (Mendez ve ark., 1998 ve Tautz ve ark., 1999). Yapilan ¢alismalarda
yliksek miktarda NS3, yalnizca cp BVDV suslar ile sekillenmis enfeksiyonlar sonrasi
tespit edildiginden, bu proteinin, cp biyotip i¢in bir belirte¢ oldugu kabul edilmistir
(Donis ve ark., 1987 ve Pocock ve ark., 1987). Cp biyotipteki BVDV genomlarinda,
konake1 hiicresi kaynakli dizilerin entegrasyonu, genomik yeniden diizenlemeler,
delesyonlar ve birikmis nokta mutasyonlar1 tanimlanmig, bu de§isimlerin ve nokta
mutasyonlarin NS3 ekspresyonuna neden oldugu gosterilmistir (Kiimmerer ve ark.,
2000; Mendez ve ark., 1998 ve Meyers ve ark., 1998). Dogada Pestivirus biyotipleri
incelendiginde, cp suslara nazaran ncp suslarin daha yaygin olarak goriilmektedir.
Genellikle mukozal hastalik (MD) olgularindan ya da asilama sonrasi gelisen

salginlarda cp biyotipte olan suslar izole edilmektedir (Tautz ve ark., 1999).

Bu bilgilerden hareketle pestiviruslarin NS2-3 gen bolgesine spesifik
primerler kullanilarak yapilan RT-PCR sonucunda toplam 34 6rnek pozitif reaksiyon
vermis olup, bunlardan 30’u si8ir (A-1, A-3, A-5, A-6, A-8, A13, B-2, B-4, B-6, B-
10, B13, B14, B15, B-16, B-21, C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-13, C-14, C-15, C-
16, C-17, C-21, C-22, C-26, D-9) ve 4’ii koyun (2 adet BVDV-11 C-19, C-30 ve 2
adet BVDV-1fB-5, C-20) 6rnegidir (Sekil 3.10.) NS2-3 primerleri ile reaksiyon veren
30 adet sigir 6rneginin 29 adedi Pestivirus A (BVDV-1f (n=23), BVDV-1g (n=3),
BVDV-1/ (n=2), BVDV-1v (n=1)) olup, bunlardan 25 tanesi ncp biyotiple enfekte

bireyler olarak tespit edilmislerdir. Prensip olarak; pestiviral persistensin tespiti, ¢ift
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tam kan Orneklemesinde pozitiflik ve/veya antijenik pozitif bulunan o6rneklerde
antikor negatifligi esast aranmaktadir. Bu tez kapsaminda, 3 sigir drneginin ikinci
orneklemeleri yapilabilmis (A-5/B-15; A-3/B13; A-1/B-14) ve bu sigirlarin her iki
orneklemede de antijenik pozitifligi belirlenerek persiste enfekte olduklar1 tespit
edilmistir. PI olduklar1 belirlenen bu 3 sigira ait 6 6érnek de ncp biyotiptedir ve bu
bireylerde Ornekleme doneminde MD tablosunun gelismedigi belirlenmistir. Geri
kalan sigirlarin ikinci 6rneklemesi yapilamamis olmakla birlikte; ncp biyotiple
enfekte olduklar1 goriilmektedir. ncp biyotip dizinlerinin mutasyon analizinde;
persiste enfekte olan bireylerdeki (n=3) virus suslari ile diger pozitiflerin benzer bir
uyum i¢inde olduklart bulunmustur (Sekil 3.23). Ancak bu bireylerden ikinci
ornekleme yapilamamasi nedeniyle enfeksiyonun akut veya persiste olabilcegi
konusu aydinlatilamamistir. Bu baglamda; NS2-3 gen bolgesine spesifik primerler
kullanilarak gergeklestirilecek RT-PCR testi sonucglarinin, serolojik sonuglarla
desteklenmesi veya ikincil Ornekleme yapilarak persiste enfeksiyonun

aydinlatilabilecegi kanaatine varilmistir.

C-1, C-3 ve B-6 numarali 6rneklerin, hem cp (672 bp) hem de ncp (402 bp)
biyotiplere sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.6.). Literatiir bilgide sadece, MD
tablosunun olusumunun ncp biyotiple enfekte bireylerde s6z konusu oldugu
verilmistir (Fritzemeier, 1996). MD tablosu gelistiginde; ayni bireyde hem cp hem de
ncp biyotiplerin varhigiin beraber goriilecegi, siiper enfeksiyon veya mutasyon
teorilerinin gerceklesmesine gore de 2 farkli fazda MD (early-onset veya late-onset)
gelisimi olacagi bildirilmektedir. Bu teorilerde homolog veya heterolog susla
enfeksiyon tanimlamasi 6nem kazanmaktadir. Yukarida anilan 6rneklere ait bireysel
anamnez bulgularina ulasilamadigindan, sonuglar1 klinik bulgular ile iligskilendirme
durumu miimkiin olamamaktir. Ancak her iki biyotipe de sahip bu 3 6rnekte, MD
tablosunun gelismis olabilecegi ihtimali kuvvetle muhtemel goriinmektedir. Bu
baglamda NS2-3 gen bolgesine spesifik bu primerlerin, MD tablosunun

degerlendirilmesi i¢in kullanilabilecegi 6ngoriisiine varilmstir.
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B21 (eriskin sigir-kan/BVDV-1f) ve D9 (sigir-abort/BVDV-1/) numarali
ornekler ise sadece cp (672 bp) biyotip tespit edilmis olup, bu hayvanlarin akut enfekte

olduklar1 kanaatine varilmistir (Sekil 3.6).

NS2-3 gen bolgesine spesifik primerler ile Pestivirus B tiirtinde oldugu
belirlenen C-6 6rneginin de ncp biyotiple enfekte oldugu, ithalat yoluyla alinan bu
hayvanin tek kan 6rnegi ile persiste enfekte bir birey olabilecegi kanaatine varilmistir

(Sekil 3.10).

Biyotip tayinini miimkiin kilan NS2-3 gen boélgesine spesifik primerler
kullanilarak hastaligin donemleri (akut/kronik) aydinlatilabilmekte, persiste enfekte
bireylerin tespiti miimkiin hale gelmekte ve hastaligin patogenezine yonelik (MD
tablosu) durum belirlenebilmektedir. Ancak bu tez ¢aligmasinda dikkat c¢ekici bir
bulgu olarak; NS2-3 gen bolgesi spesifik primerlerin sadece Pestivirus A ve Pestivirus
B tiirleri i¢in reaksiyon verdigi; Pestivirus I ve Pestivirus D tiirlerinden orneklerle
biyotip tayini i¢in uygun olmadig1 goriilmiistiir. Laboratuvar tanida bu primerlerin tek
basina kullanilmamasi, RT-PCR sonuglarinin mutlaka pan-generik primerlerle
kombine edilmesi gerektigi, biyotip tayini gereken durumlarda ve enfeksiyon
tablosunun (akut/persiste) aydinlatilmasi amaciyla bu primerlerle RT-PCR

yapilabilecegi tarafimizca onerilmektedir.

Pestiviruslarin klasifikasyonunda siklikla S'UTR gen bolgesi kullanilsa da
molekiiler caligmalarda NP ve E gen bolgelerinin analizleri de karsilastirmali olarak
degerlendirilmektedir (Giammarioli ve ark., 2015; Nagai ve ark., 2004; Oguzoglu ve
ark., 2010; Oguzoglu ve ark., 2019; Robesova ve ark., 2009 ve Tajima 2004). Bu tez
caligmasinda NP ve E gen bolgesine dayali yapilan filogenetik ¢calismalar sonrasinda

elde edilen verilerin 5’UTR sonuglari ile de uyumlu oldugu gézlenmistir.

A-3, A-5, A-6, A-13, B13, C-2, C-22, D-2 numaral1 6rneklerden elde edilen
NP gen bolgesi dizinleri, 5’UTR bolgesine yonelik filogenetik analiz sonuglart ile
uyumlu olup; Pestivirus A tlirli, BVDV-1f alt tiiriinde guruplanmis olduklari
goriilmektedir (Sekil 3.11). Bunlara ek olarak hem 5’UTR hem de NP™ dizin

sonuglarma gore; B-1 0Ornegi de Pestivirus A tiiri, BVDV-1/ alt tiiriinde
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guruplanmisglardir (Sekil 3.11). Ayrica D-11 numarali 6rnek; her iki filogenetik analiz
sonucunda Petivirus I tiirtinde yer almistir (Sekil 3.9 ve 3.12). Bu baglamda, NP ve
5’UTR dizinlerinin birbiriyle homoloji olusturacak sonuglar verdigi goriilmektedir.
Bu baglamda, otoproteazlardan zengin ve korunakli olmayan bir bolge olan NP™’ya
yonelik RT-PCR ile amplikon kazaniminda yasanabilecek sorunlar nedeniyle,
korunakli bir bdlge olan 5’UTR’ye kars1 elde edilecek amplikonlarin hem tanisal
anlamda hem de tiplendirmede kullanilabileceg§i ve 5S’UTR’nin pestiviruslara ait

molekiiler caligmalarda tercih edilebilecegi kanaatine sahip olunmustur.

E gen bolgesi yoniinden kazanilan 11 adet (A-5, A-6, B-15, C-2, C-4, C-5, C-
13, C-17, C-16, D-2, D-9) 6rnege ait dizin analizi sonuglari; 5’UTR ve NP gen
bolgesine yonelik olanlarla karsilastirildiginda, uyumlu bulunmustur (Sekil 3.12). E
gen bolgesine yonelik filogenetik analiz sonuglarina gore; D-9 numarali 6rnek
Pestivirus A tirintin BVDV-1/ alt tipinde klasifiye olurken; diger 6rnekler Pestivirus
A tilirtiniin BVDV-1f alt tipinde yer almistir. Persiste enfekte oldugu tespit edilen bir
sigira ait ¢ift kan Orneginin (A5/B15) envelope gen bdlgesi dizin analizinde de
herhangi bir amino asit degisikliginin olmadig1 ve 21 giin arayla alinan kan
orneklerinde envelope gen bdlgesi dizinlerinin birbirleriyle %100 homoloji
gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 3.25). Bu doktora tez ¢aligmasinda elde edilen
BVDV-If alt tipine ait orneklerin immun dominant E2 gen bdlgesi dizinlerinin
aminoasit karsilastirmasinda, diger alt tipler ve BVDV-1f alt tipinde bulunan hem
cinsleri ile farkliliklarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.25). Bu baglamda; as1
kompozisyonlarinda bu biyogesitliligin dikkate alinmas1 ve BVDV-1f gibi lilkemizde
yaygin goriilen alt tiplerin de asilarda mutlaka bulunmasi gerekliligi goz ardi

edilmemelidir.

Bu tez ¢alismasinda biiyiikbas ve kiiclikbas hayvanlarin bir arada tutuldugu
isletmelerden Ornek alinmasi miimkiin olamamistir. Bununla birlikte elde edilen
pozitiflikler incelendiginde; ayr1 zaman dilimlerinde ve farkli isletmelerden alinmig
olmakla birlikte, baz1 6rneklerin (s18ir orijinli B-1/koyun orjinli C-19; sig1r orijinli C-
10/koyun orjinli D-4; sigir orijinli C-27/koyun orijinli D-10) filogenetik agacta

birbirleri ile yakin iliskili olduklar1 goriilmiistiir. Bu 6rneklerde oldugu gibi, yakin
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antijenik iligkileri bulunan ve farkli konaklara ait olan Pestiviruslarin tiirler aras1 gegis
potansiyeline sahip olduklar1 diisliniilmektedir. Bu baglamda; bu ¢alismada tespit
edilen Pestivirus A (f ve ), Pestivirus I ve Pestivirus D tiirlerinin tiirler aras1 gecis

Ozelligine sahip tiir ve alt tiirler olduklar1 kanaatine varilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi ruminant pestiviruslarinin tanisinda kullanilabilecek testlerin
karsilagtirmalarinin  yapildigi, {ilkemizde bulunan pestivirus biyocesitlerinin
karakterizasyonlarinin ve tiirler arasi gegis potansiyellerinin sorgulandigi bir
hipotezle kurgulanmis ve yiiriitlilmiistiir. Asagida tez kapsaminda elde edilen sonug

ve Oneriler listelenmistir:

v' Antijen ELISA ile Pestivirus tanisinda tan1 materyali agisindan kan ve kulak
kikirdagr kullanimi ile bir sinirlama s6z konusu iken; RT-PCR metodu,
enfeksiyon silipheli hayvanlardan alinacak tiim tam1 materyalleri i¢in tercih
edilmektedir. Ayrica biyogesitliligin yiiksek olmasindan dolayr meydana
gelebilecek mutasyonlarin da belirlenebilmesi i¢cin daha duyarli bir tan1 metodu
olarak konvansiyonel RT-PCR 6nerilmektedir.

v' Bu ¢alismada Pestivirus enfeksiyonlar1 yoniinden pozitif bulunan 61 ruminant
Orneginin virus tlrii yoniinden yogunluk siralamasi: Pestivirus A (n=44) >
Pestivirus I (n=12) > Pestivirus D (n=4) > Pestivirus B (n=1) seklinde
olmustur.

v’ Pestivirus A tiirii en gok tespit edilen tiir olup, alt tipler yoniinden de en gok
cesitlilige sahiptir. Toplam 44 Pestivirus A tirl pozitiflerin alt tip dagilimi
sOyledir: f (n=32) >/ (n=7) > g (n=4) > v (n=1).

v’ As etkinligi i¢in tilkemizde bulunan lokal alt tipler yan1 sira, dominant tiir/alt
tiplerin de bulundurulmas: gerekliligi unutulmamalidir. Bu baglamda;
ruminant pestiviruslari ile miicadelede kullanilacak as1 kompozisyonlarinda,
BVDV-1f, BVDV-1/, BVDV-2, Pestivirus D ve Pestivirus I etkenlerini iceren
multivalan asilarin kullanilmasi 6nerilmektedir.

v' BVDV-If alt grubunda yer alan etkenlere yonelik ¢aligmalarda; persiste
enfeksiyonun yani sira bu hayvanlarda gozlenen abort, 6lii dogum ve yasama
giicli zayif yavru dogumlar1 dikkate alindiginda 1f grubuna ait viruslarin dol
verimliligini negatif yonde etkiledigine dair bir iliskilendirme yapilabilecegi
kanaati olugsmustur.
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v Bu tez galismasinda Tiirkiye orijinli lokal pestivirus alt tipi olan BVDV-1/’nin
kiiciik ruminantlarda da varlig1 ilk kez belirlenmis olup, enfeksiyonun biiyiik
ruminantlardaki klinik bulgulara benzer (abort ve yasama giicli zayif yavru
dogumlar1) seyrettigi tespit edilmistir. BVDV-1/"nin tiirler aras1 ge¢is
0zelliginin de olmasi nedeniyle kii¢iik ruminantlarda bulunma sikliginin ileriki
caligmalarda arastirilmasi gerektigi; bu tez ¢alismasinin bir 6ngoriisiidiir.

v Bu tez ¢aligmada molekiiler tanida 5’UTR gen bolgesine yonelik primerler ile
yiiksek pozitiflik elde edilmis olup, Pestivirus tiirlerinin belirlenmesinde dort
gen bolgesinden en uygun olaninin 5’UTR boélgesi oldugu gozlemlenmistir.
5’UTR’ye kars1 elde edilecek pozitifliklerin hem tanisal hem de tiplendirmede
caligmalarinda kullanilabilece§i kanaatine sahip olunmustur. Bu bdlgenin
Pestiviruslara ait molekiiler bazli c¢alismalarda tek basmma da tercih
edilebilecegini 6nermekteyiz.

v" Biyotip tayininde kullanilan NS2-3 gen bolgesi spesifik primerlerin sadece
Pestivirus A ve Pestivirus B tiirleri i¢in reaksiyon verdigi; Pestivirus [ ve
Pestivirus D tiirlerinden 6rneklerle calismadig tespit edilmistir. Laboratuvar
tanida bu primerlerin tek basina kullanilmamasi, konvansiyonel RT-PCR
sonuglarinin mutlaka pan-generik primerlerle kombine edilmesi gerektigi
kanaatine varilmistir. Biyotip tayini ile enfeksiyon tablosunun (akut/persiste)
aydinlatilmas1 durumunda; ikinci kan 6rneklemesi, serolojik degerlendirme ve
sekans analizi sonucu destegiyle pestivirus tiiriiniin belirlenmesini takiben bu
primerlerle RT-PCR yapilabilecegi Onerilmektedir. Biyotip tayininin,
enfeksiyonun sigirlardaki MD tablosu formunun aydinlatilmasinda 6nemli
oldugu kanaatine varilmistir.

v Bu doktora tezi kapsaminda ruminant orijinli Pestivirus I tiiriinde (n=12)
Pestiviruslarin tiirler arast gegisine yeni adaylar tespit edilmistir. Bunlar
hayvan tiirii olarak; sigir (n=1), koyun (n=7), ke¢i (n=4) orijinlidir. Yapilan
filogenetik analizler; Pestivirus I tlriiniin iilkemiz cografyasi i¢in dominant
lokal bir tiir oldugunu gostermektedir.

v Bu doktora tez ¢aligmasinda Pestivirus D tiirliniin, koyun, ke¢i yani sira, sigir
ve mandalarda da varlig1 belirlenmistir. Literatiir taramasinda iilkemizde klasik
BDV suslarinin biiyiik ruminantlarda varligi ile ilgili herhangi bildirime
rastlanmadigindan, tlkemizdeki biiylik ruminantlarda Pestivirus D tiiriinlin
varlig1 ilk kez bu caligma kapsaminda belirlenmistir. Boylelikle, tiirler arasi
gecise ve biyogesitlilige dair yeni sonuglar kazanilmistir.

89



v Sigir orjjinli dort 6rnek BVDV-1g, sigir orijinli bir érnek BVDV-2b
gurubunda klasifiye edilmis olup, s6z konusu sigirlar Avrupa’dan iilkemize
ithal edilmek istenen hayvanlardir. T.C Tarim ve Orman Bakanligi’nin hayvan
salgin hastaliklar1 ile miicadele tedbirleri ¢ercevesinde, yapilan rutin
taramalarla bu hayvanlarin iilkemiz sinirlar1 igerisine girisleri dnlenmistir. Bu
baglamda; ithalat yoluyla canli hayvan girislerinde millilestirme Oncesinde,
mikrobiyel hastaliklar  yoniinden kontrol edilmelerinin  gerekliligi
goriilmektedir. Ayrica, Pestiviruslar gibi mutasyon kaabiliyeti ve
biyogesitliligi yiliksek etkenlerin, diizenli saha taramalariyla arastirilmast ve
molekiiler tiplendirme ¢aligmalarinin yapilmasi tarafimizca onerilmektedir.

v Pestivirus A tiirii i¢inde yeni tanimlanan BVDV-1v alt tipinin {ilkemiz
cografyasina yayilmakta oldugu bu tez kapsaminda tespit edilmis olup, bu alt
tipin ileride yapilacak taramalarda yeni bir lokal dominant sus adayr olma
potansiyelinin arastirilmast 6nerilmektedir.

v’ Pestivirus enfeksiyonlarina yonelik ulusal diizeyde yapilacak olan koruma/
kontrol/miicadele caligmalarinda tiirler aras1 gec¢is Ozelliginin goz Oniinde
tutulmas1 6nem arz etmektedir. Ortak mera kullanimi sebebiyle bu gecis
potansiyelinin yiiksekligi s6z konusudur. Bu durumun kullanilacak asilarin
seciminde yliksek bir 6neme sahip oldugu unutulmamalidir.
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OZET

Ruminantlar1 Enfekte Eden Pestiviruslarin Ayiric1 Tamis1i ve Molekiiler
Karakterizasyonu

Pestiviruslar, sigirlarda Bovine Virus Diarrhoea Virusu (BVDV) ve kiiciik
ruminantlarda Border Disease Virusu (BDV) olmak iizere klasik viral taksonomide
adlandirilmiglardir. Siirii sagligi ve devamlilig1 yoniinden 6nem arz eden bu viruslar
abortlar, kongenital anomalili ve yasama giicii zayif yavru dogumlar ile karakterize
ekonomik kayiplara sebep olan viral etkenler arasinda yer almaktadirlar.

Bu doktora tezi; iilkemizde bulunan ruminant tiirlerinde klinik/subklinik
enfeksiyonlara neden olan Pestivirus enfeksiyonlarindan Bovine Viral Diarrhoea
(BVD), Border Disease (BD) ve Mucosal Disease (MD) enfeksiyonlarinin molekiiler
metotlarla arastirilmasina yoneliktir. Elde edilen bulgular uygulanan tan1 metodu
tiirleri baz alinarak sorgulanmis, ayrica pozitif ornekler filogenetik olarak da
karakterize edilmistir. Ulkemizin Marmara Bélgesi’'nden ve Avrupa Ulkelerinden
koken alan hayvanlardan elde edilen izolatlarin karakterizasyonunda, Pestivirus
genomunun 5'UTR, NP, E ve NS2-3 bolgelerine yonelik primerler kullanilmig elde
edilen sonuglar diinyadaki ve Tiirkiye’deki hem cinsleri ile karsilastirilmistir.
Saptanan 61 adet pozitif numuneden elde edilen amplikonlar dizin analizine tabi
tutulmustur. Ilgili dizinler Gen Bankasina kaydedilmis olup, ayni zamanda
diinyadaki hem cinsleri ile filogenetik analizler kullanilarak karsilastirilmistir. Bu
baglamda Pestivirus A, Pestivirus B, Pestivirus D ve Pestivirus I tiirleri tespit
edilmistir. Bu ¢alismada Pestivirus D ve Pestivirus [ tiirlerinin biiylik ruminantlarda
varlig1 belirlenmis olmakla birlikte Pestivirus A tiirtine ait BVDV-1f ve 1/ alt
tiirlerinin kiigiik ruminantlarda varlig1 da tespit edilmis ve bu sonuglara bagl olarak
Pestiviruslarin tiirler aras1 gecis 6zelligi gosterilmistir.

Elde edilen bulgular Veteriner Viroloji alaninda Ruminant orijinli

Pestiviruslar hakkinda molekiiler bilgiye katki saglamakla birlikte ileride yapilmasi
muhtemel ulusal eradikasyon ve asilama programlari i¢in kaynak teskil edecektir.

Anahtar Kelimeler: Ayirici Teshis, Pestivirus, Border Disease Virus, BVDV,
Molekiiler Karakterizasyon.
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SUMMARY

Differential Diagnosis and Molecular Characterization of Pestiviruses Infecting
Ruminants

Pestiviruses are named in classical viral taxonomy as Bovine Virus Diarrhoea
Virus (BVDV) in cattle and Border Disease Virus (BDV) in small ruminants. These
viruses, which are important in terms of herd health and continuity, are among the viral
factors that cause economic losses characterized by abortions, congenital anomalies
and poor viability.

This doctoral thesis focuses on the investigation of Bovine Viral Diarrhoea
(BVD), Border Disease (BD) and Mucosal Disease (MD) infections, which are
Pestivirus infections that cause clinical/subclinical infections in ruminant species in
our country, by molecular methods. The findings were questioned based on the types
of diagnostic methods applied, and positive samples were also characterized
phylogenetically. Primers for the 5'UTR, NP, E and NS2-3 regions of the Pestivirus
genome were used in the characterization of the isolates obtained from animals
originating from the Marmara Region of our country and European countries, and the
results were compared with both genera in the world and in Turkey. Amplicons
obtained from 61 positive samples detected were subjected to sequence analysis.
Relevant indexes were registered in the GenBank and were also compared with their
genera in the world using phylogenetic analysis. In this context, Pestivirus A,
Pestivirus B, Pestivirus D and Pestivirus I species have been identified. In this study,
although the presence of Pestivirus D and Pestivirus I species in large ruminants was
determined, the presence of BVDV-1f and 1/ subspecies of Pestivirus A species in
small ruminants was also detected, and depending on these results, the
interspecies transmission characteristic of pestiviruses was demonstrated.

The findings will contribute to the molecular knowledge about Ruminant

Pestiviruses in the field of Veterinary Virology and will also be a source for possible
national eradication and vaccination programs in the future.

Keywords: Border Disease Virus, BVDYV, Differential Diagnosis, Molecular
Characterization, Pestivirus,
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