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Oz: Bu calismada Marmara Bolgesindeki koyunlarda goriilen abort ve postnatal
olgularda, lilkemizde en 6nemli viral atik etkenleri olarak kabul edilen pestiviruslar,
mavidil virus (BTV) ve Akabane virus (AKAV) varliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amagla Marmara Bolgesinde 2012-2014 yillarina ait 12 farkli ilde serum, abort ve
postnatal 6rnekler toplandi. Enzim ilintili immunosorbent deneyi (ELISA) neticesinde
koyun kan serum orneklerinin % 67’sinde (800/1200) pestivirus, % 38.7’sinde
(465/1200) BTV ve % 0.08’inde (1/1200) ise AKAV spesifik antikorlar tespit edilmistir.
Pestivirus tersine transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) neticesinde
toplam 103 postnatal 6rnegin 23’Unde (% 23.33) ve 178 atik fotus orneginin ise
34’tinde (% 19.10) pestivirus pozitifligi belirlenmistir. Bu neticelere gére, toplam 281
klinik 6rnegin 57’sinde (% 20.28) pestivirus pozitifligi saptanmistir. incelenen klinik
orneklerin higbirinde BTV ve AKAV spesifik RNA varlig tespit edilememistir. Sonug
olarak, Marmara Bolgesinde abortlar ve postnatal 6limlerde pestiviruslarin yiiksek
prevalansi tespit edilmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak, Marmara Bolgesinde
pestiviruslara karsi asilama basta olmak Gzere diger kontrol-miicadele metotlarinin
ivedilikle uygulanmasi 6nerilmektedir.
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Abstract: In this study, the detection of presence of pestiviruses, bluetongue (BTV)
and Akabane virus (AKAV), which are accepted to be the most important viral abort
agents in Turkey, from the aborted and postnatal specimens is aimed. The samples
were collected from 12 provinces at Marmara area. Of 1200 sheep serum samples,
800 (67 %), 465 (38.7 %) and 1 (0.08) were detected to be seropositive by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for pestivirus, BTV and AKAV, respectively. The
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presence of pestivirus RNA was detected by reverse transcription- polymerase chain
reaction of (RT-PCR) into 23 of 103 (23.3 %) postnatal specimens and 34 (19.1 %) of
178 aborted fetus samples. Therefore, pestivirus was detected in 57 (20.28 %) of total
281 clinical specimen. BTV and AKAV specific RNA’s were not detected in any of clinical
specimens. In conclusion, there's a high prevalence of pestivirus prevalence among
Sheep, abortions and postnatal deaths in Marmara region. According to the results, we
serology, suggest immediately application of vaccination and other prevention and control
RT-PCR, methods against pestiviruses in Marmara region.
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1. Giris

Koyun yetistiriciliginde, isletme devamhligi ve ekonomik kapasitesinin surekliligi igin, her koyundan
saglikl yavru alinmasi oldukca 6énemlidir. Ayrica atik yapan koyunlarda sit veriminin olmamasi da
ekonomik agidan 6nemlidir. Bu bakimdan gebeligin sekillenmesi kadar, gebeligin devaminin saglanmasi
ve saglikh kuzularin elde edilmesi bir yetistiricinin en dnemli beklentisidir. Virus kaynakl transplasental
enfeksiyonlarin yol actigi fotal ve embriyonik 6limler, ekonomik bir yetistiriciligin devamhliginin
saglanmasi 6niindeki problemlerin basinda yer almaktadir (Menzies, 2011; Givens ve Marley, 2008;
Garcia ve ark., 2009). Genel olarak ruminantlardaki fétal ve embriyonik 6liim vakalari incelendiginde,
bu vakalarda metabolik ve hormonal bozukluklar, beslenme yetersizlikleri, travma, zehirlenmeler,
idiyopatik (sebebin belirlenemedigi olgular) ve enfeksiydz ajanlar gibi cok cesitli sebepler karsimiza
¢ikmaktadir (Givens ve Marley, 2008). Bu nedenle, fotal ve embriyonik 6limlerin sebeplerini tek
nedene baglamak veya bu vakalarin etiyolojisini belirlemek olduk¢a zordur. Yapilan ¢alismalarda fotal
ve embriyonik 6lim vakalarinin yaklasik % 5’inde fungal, % 11’inde viral, % 15’inde bakteriyel ve %
17’sinde etiyolojisi belirlenemeyen enfeksiyoz etkenler tespit edilmistir. Kalan yaklasik % 50’sinin ise
idiyopatik oldugu bildirilmistir (Menzies, 2011; Yaeger, 1993). Viruslar disindaki enfeksiyoz etkenler
(6rn. Brucella spp., Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp., Coxiella burnetii,
Chlamydophila abortus) her yil 6nemli sayida fotal ve embriyonik 6limlere neden olmalarina ragmen,
sporadik seyrettikleri ve siri icerisinde yayilim gostermedikleri icin yetistiricilik icin sinirli diizeyde
problem olustururlar (Yaeger, 1993). Fotal ve embriyonik 6limlere sebep olan viral etkenlerin 6nemli
ozelligi sirl icinde hizla yayllmasi ve gebeligin farkli evrelerinde intrauterin veya transplasental
enfeksiyon sonucu, gelismekte olan yavruda etkenin alindigi evreye bagli olarak degisen (embriyonik
olimler, mumifikasyon, maserasyon, anomalili yavru dogumu, zayif yavru dogumu, persiste enfekte
yavru dogumu) bir dizi bozukluklara neden olmalaridir. Bu bakimdan viruslarin sebep oldugu
transplasental enfeksiyonlar genel olarak siri saghgini etkilemektedir (Yaeger, 1993). Tirkiye'de
koyunlarda goriilen abortlarda bakteriyel etiyolojinin arastiriimasina yoénelik birgok c¢alismaya
rastlanmistir (Cetinkaya ve ark., 1999; Duman ve Durak, 1998; Erganis ve ark., 2002; Giler ve ark.,
2003; Giiler ve ark., 2006 Ongér ve ark., 2004; Sareyyiipoglu ve ark., 2010; Muz ve ark., 1999). Ancak
koyunlarda direkt abort olgularinda viral etiyolojinin arastiriilmasina yonelik bu ¢alismada konu edilen
viruslar i¢in az sayida galisma tespit edilmistir (Menzies, 2011; Givens ve Marley, 2008; Albayrak ve
ark., 2012; Hofmann ve ark.,2008). Dinyada koyunlarda gorilen virus kaynakli enfeksiyonlarin
baslicalari Akabane, Mavidil, Pestivirusdur (Givens ve Marley, 2008; Garcia ve ark., 2009; Albayrak ve
ark., 2012; Hofmann ve ark., 2008; Horner ve ark., 1995; Hurtado ve ark., 2009; Kobayashi ve ark.,
2007; Maclachlan ve ark., 2009; Wilson ve ark., 2009). Bu calismada Marmara Boélgesindeki koyunlarda
gorilen abort ve postnatal oliimlerde Ullkemizde en 6nemli viral atik etkenleri olarak kabul edilen
pestiviruslar, mavidil virusu (BTV) ve Akabane virusu (AKAV) varliginin arastirilmasi amaglanmistir.
2. Materyal ve Yontem

Ornekler

Marmara Bolgesinde bulunan bdlgenin genel durumunu yansitacak sekilde 12 ilden asilanmamis 6
ayhgin Gizerindeki 1200 adet koyundan, tesadifi 6rnekleme ile kan 6rnekleri toplandi. Kan serumu
orneklerinin alindigi iller Tablo 1’de liste halinde verildi.
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Tablo 1. Kan serumu orneklerinin illere gére dagilimi

Marmara Boélgesi illeri Koyun Mevcudu ilin bolge geneline orani (%) Test Edilen Ornek Sayisi
Balikesir 592440 29 300
C. Kale 393893 19 200
Bursa 252589 12 155
Kirklareli 214741 10 130
Tekirdag 182684 9 90
Edirne 163049 8 90
istanbul 70459 3 50
Bilecik 66877 3 32
Kocaeli 58355 3 30
Sakarya 46977 2 63
Yalova 15118 1 50
Diizce 10543 1 10
TOPLAM 2067725 100 1200

*Hayvan sayilari Tiirkiye istatistik Kurumu (TUIK)'ndan temin edilmistir.

Calisilacak materyal sayisini tespit etmek icin; % 99 gliven araligi ve % 5 hata payi dikkate alinmistir.
Ayrica, ¢alismanin yapildigi Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisiine bagh 12 il genelinde daha 6nce
prevalans ¢alismasi yapilmadigindan tahmini prevalans % 50 olarak alinmis ve 6rnek blyuklGgi 663
olarak tespit edilmistir. Calismada bu 6rnek biyukluginin yaklasik iki kati 6rnek test edilmesi tercih
edilmistir. Viral Teshis Materyalleri olarak Pendik Veteriner Kontrol Enstitlist, viral teshis
laboratuvarina gelen koyun atik fétus, karaciger, akciger, dalak, lenf yumrulari, tiroid, bébrek, kas doku
ve beyin doku ornekleri toplandi. Ayrica calisma kapsaminda, dogumu takip eden ilk iki glinde 6len

yavrulara ait yukarida ifade edilen organ érnekleri alindi. Orneklerin yillara ve aylara gére dagilimlari
ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Viral 6rneklerin yillara ve aylara gore dagilimi
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Calismada, Referans Viruslar olarak; pestivirus tespiti icin BVDV referans NADL susu Elazig, Firat
Universitesi Viroloji Anabilim Dali virus koleksiyonundan temin edildi. Mavidil pozitif kontrol olarak,
Etlik Veteriner Kontrol Enstitlisi’'nden temin edilen mavidil serotip-4 asi virusu tercih edildi. AKAV icin

RT-PCR calismalarinda pozitif kontrol olarak Pendik Arastirma Enstitlisi Viral Teshis Laboratuvarinda
mevcut olan virus kullanildi.

Yontem

Kan serumlarindan pestivirus, Mavidil ve Akabane antikorlarinin varligi ticari ELISA test kitleri
(BVD/MD/BDV p80 Protein Antikor ELISA IDEX isvicre /Mavidil VP7 Antikor c-ELISA, IDEX, isvigre/
Akabane Antikor ELISA ID Vet.  Fransa) ile Uretici firmanin prosediiriine gore, test edildi. Serum
orneklerinin optik dansitesi (OD) ELISA okuyucu cihazda belirlenerek sonuglar ELISA kiti prosediriine
gore degerlendirildi ve kaydedildi. Doku 6rneklerinin ve pozitif kontrol viruslarinin RNA ektraksiyonlari
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yapildi. (High Pure Viral Nukleik Acid Kit Roche, Almanya) Pestivirus, BTV ve AKAV pozitif drnekler ile
birlikte negatif 6rnek kontroll olarak da steril distile su calismaya dahil edilerek optimizasyonlari
saglandi. Pestivirus tespitinde Wilcek ve ark. ile McGoldrick ve ark. tarafindan bildirilen yontemler
modifiye edilerek kullanildi ( Vilcek ve ark; 1997; McGoldrick ve ark., 1999). Kisaca, 6n ¢alismalarda
konvansiyonel RT-PCR protokoll uygulanmistir. Ancak, sonraki calismalarda gerek zaman gerekse
maliyet hesaplamalari dikkate alinarak, ayrica kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak i¢in nested RT-
PCR’da kullanilan primerlerin ortak karisimi ile hazirlanan dubleks RT-PCR teknigi tercih edilmistir.

Akabane RT-PCR, ticari olarak Qiagen OneStep RT-PCR kiti (Qiagen, Almanya) tek primer cifti
kullanilarak gergeklestirildi (Akashi ve ark., 1997). Akabane virus kontrol kullanilarak RT-PCR ticari
Qiagen kitinin deteksiyon limiti tespit edildi ve kit sonraki calismalar icin optimize edildi.

BTV virus genomunun Segment 1 (VP1) bolgesini cogaltmak ve géstermek icin, Anthony Shaw ve
ark. 'nin bildirdigi yontem kullanildi (Shaw ve ark; 2007). Real-time RT-PCR amplifikasyonu (Realtime
ready RNA Virus Master Kit Roche, Almanya) ve tespiti Realtime PCR cihazi ile Roche yapild.

RT-PCR sonuglarinin ek dogrulanmasi ve daha detayli epidemiyolojik veri elde etmek amaciyla
pestivirus RT-PCR pozitif amplifikasyon Grlnlerinin bir bolimi sekanslatildi. Bu amagla, pestivirus RT-
PCR pozitif 57 6rnekten tesadiifii olarak segilen 10 adet 6rnek igin sekanslama gergeklestirildi. Elde
edilen dizilimler 6nce ClustalW programi ile bilestirildi ve bu dizilimler BLAST programinda, viruslarin
sekanslatildigi gen bolgelerini igceren gen bankasindaki dizilimler ile kiyaslatildi. Daha sonra, bu
dizilimlerin filogenetik agaci PHYLIP dizilim programinda neighbour-joining metodu kullanilarak, 0.75
maksimum sekans uzakhgina (Max Seq Difference) gore belirlendi.

3. Bulgular ve Tartisma

Serolojik teshis amaciyla test edilen toplam 1200 koyun kan serum érneginden 800 adedinde (% 67)
pestivirus spesifik antikorlar, 465 adedinde (% 38.7) BTV’a spesifik antikorlar ve bir adedinde (% 0.08)
ise AKAV'a spesifik antikorlar tespit edilmistir. AKAV, ELISA test sonuglarinin konfirmasyonu amaciyla,
pozitif olarak tespit edilen serum 6rnegine ilave olarak, test érnekleri icinde tesadiifi secilen toplam
100 serum ornegi ikinci kez ELISA ile test edildi. Bu tekrar testi sonucundada, pozitif tespit edilen tek
ornek haricinde, diger 6rneklerde seronegatiflik teyit edilmistir. ELISA sonuglarina gore, li¢ virusa karsi
elde edilen antikor pozitifligi dagihmlari Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Test edilen koyun kan serumu antikor sonuglari

Viruslar Negatif Pozitif Toplam Ornek Sayisi
n % n % n
Pestivirus Antikor 400 33 800 67 1200
Mavidil Antikor 735 613 465 387 1200
Akabane Antikor
1199 99.9 1 0.08 1200

Klinik 6rneklerle gerceklestirilen RT-PCR’a ait agaroz jel elektroforez goriintileri Sekil 1 (Birinci adim
RT-PCR) ve Sekil 2 (Dubleks RT-PCR)’ da verilmistir. Arastirmada, 2012 ve 2013 yillarinda 6rneklenen
toplam 281 postnatal 6rnek ve atik fotus materyalleri degerlendirilmistir. 2012 yilinda toplam 147
ornekteki 45 postnatal 6rnegin 8 adedinde (% 17.8) pestivirus niikleik asidi tespit edilirken, 2013 yilinda
orneklenen 134 materyalden 58 postnatal 6rnegin 15 adedinde (% 25.86) pestivirus nikleik asidi
saptanmistir.

2012 yilinda toplam 102 atik fétusiin 17 adedinde (% 17.64), 2013 yilinda 76 atik fotusiin 17
adedinde (% 22.36) pestivirus nikleik asidi tespit edilmistir. Bu sonuglara goére, yillar dikkate
alinmaksizin, toplam 103 postnatal 6rnegin 23 (% 23.33)’linde ve 178 atik fotus 6rneginin ise 34 (%
19.10)’lGinde pestivirus pozitifligi tespit edilmistir. Sonug olarak toplam 281 6rnegin 57 (% 20.28)’sinde
pestivirus genom pozitifligi saptanmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Pestivirus yoniinden incelenen doku materyallerinin érneklendigi yil ve klinik neticesine gore
dagilimlan

Postnatal Ornek Atik Fotus

Ornek Alinan Yillar Toplam Pozitif Toplam Pozitif Toplam
2012 45 8 (% 17.8) 102 17 (% 17.64) 147
2013 58 15 (% 25.86) 76 17(% 22.36) 134
Genel Toplam 103 23 (% 22.33) 178 34(% 19.10) 281

Klinik 6rneklerde AKAV RNA’sinin tespitine yonelik RT-PCR islemine gegilmeden dnce kontrol virus
RNA 6rnekleri ile gerceklestirilen ¢alisma neticesinde RT-PCR’Iin deteksiyon limiti yaklasik 100 viron
olarak tespit edildi. Mavidil virusunun deteksiyon limiti ise firma tarafindan bildirildigi kadari ile yaklagik
20 virion olarak kaydedilmistir.

Mavidil virus ve AKAV icin pozitif virus kontrolleri ile yapilan ¢alismalarda beklenen amplifikasyon
Urlinleri tespit edilmesine ragmen, calismada test edilen klinik 6rneklerin hicbirinde BTV ve AKAV
nikleik asidi tespit edilememistir. Elde edilen PCR sonuglari Tablo 5’da 6zetlenmistir. AKAV’a ait agaroz
jel elektroforez gorintileriile BTV real-time RT-PCR sonuglari Sekil 3 ve Sekil 4’da verilmistir.

RT-PCR sonuglarina gore pestivirus pozitif olarak tespit edilen 10 6rnegin cift primerlerle sekans
dizilimlerinin ClustalW programinda bilestirilmesi neticesinde 6 6rnegin yaklasik % 100 dogrulukla
bilestirilmesi saglandi. Bu nedenle, filogenetik analizde bu 6 o6rnek degerlendiriimeye alindi.
Degerlendirilmeye alinan 6 6rnekten dordine ait dizilimlerin BLAST programinda gen dizilimleri ile
kiyaslanmasi neticesinde bu dizilimin BVDV-1’in 5’-UTR bdlgeleri ile % 94-98 oraninda benzerligi tespit
edildi. PHYLIP dizilim programinda, neighbour-joining metodu kullanilarak, 0.75 maksimum sekans
uzakligina gore filogenetik analizi neticesinde bu 6rneklerin BVDV-1 oldugu teyit edildi. Bu dort
ornekten birine ait (2013/TR/EDRN.1) filogenetik analiz Sekil 11’de sunulmustur. Degerlendirilmeye
alinan 6 6rnekten ikisine ait dizilimlerin BLAST programinda ve filogenetik analizinde ise bu 6rneklerin
BDV oldugu tespit edildi. BDV olarak tespit edilen 6rneklerden birine ait filogenetik analizi Sekil 5’de
verilmistir. ClustalW programinda bilestiriimesi % 60-80 oraninda gergeklestirilen ve bu nedenle de
filogenetik analizi yapilamayan kalan dort 6rnegin birlestirilen dizilimlerinin BLAST sonuglari bunlarin
pestivirus olduklarini ortaya koymustur.

Tablo 5. Doku 6rneklerinin pestivirus yoniinden illere gére dagihimi

Ornek  Alinan 2012 2013 Toplam
iller Kuzu Atik fotus Kuzu Atik fotus
+/n +/n +/n +/n +/n
Balikesir 1/9 5/16 2/7 1/14 9/46
Canakkale 2/4 3/13 0/5 3/5 8/27
Bursa 0/2 3/8 2/2 1/7 6/19
Kirklareli 2/5 2/13 2/10 2/9 8/37
Tekirdag 1/1 1/0 2/2 1/1 5/4
Edirne 0/4 1/14 5/6 5/7 11/31
istanbul 1/4 0/6 1/5 1/2 3/17
Bilecik 0/1 0/1 0/0 - 0/2
Kocaeli 0/7 1/8 1/5 1/3 3/23
Sakarya 1/0 1/4 0/0 0/0 2/4
Yalova 0/0 0/1 0/0 0/1 0/2
Diizce 0/0 0/1 0/1 2/10 2/12
Genel Toplam 8/37 17/85 15/43 17/59 57/224
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M12 3 45 6 7 8910

300 bp

Sekil 1. Pestivirus RT-PCR jel elektroforez goriintisu 1. tur (290 bp).
M: 100 bp DNA merdiveni, 1-8: Klinik 6rnekler, 9: Negatif Kontrol, 10: Virus pozitif kontrol

Sekil 2. Pestivirus dubleks RT-PCR jel elektroforez goriintisd.
M: DNA merdiveni 100 bp, 1: Virus pozitif kontrol, 2-7: Klinik 6rnekler

M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 13 1415 16 17 18 M

700 bpsp

Sekil 3. Akabane virus RT-PCR jel elektroforez goriintisa.
M: 100 bp DNA merdiveni, 1 ve 2: AKAV pozitif kontrol virus, 3-18: Klinik 6érnekler, M: 100 bp DNA
merdiveni
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Samples Cal | Reails
Inchee| Color ez Neme Taget | P Scoe Amplification Gurves
Y W1 Sawkl L]
¥ H 2 Sawk2 50
¥ W 3 Sapk3d A0
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¥ H 5 Sampks A0 034
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¥ W 7 Sampk? M 0z
¥ M8 Smpes 50 0
a 9 Sampkd 50
F N 10 Sawpkl as B2
¥ E N SampeTl 500 03
¥ W 12 Sawpkl2 500 03]
¥ H 73 Samped 50 021
¥ H 1 Smpent 33 -
; 15 Sanple 15 15 oos]
Y W5 Sampels 3%
¥ W17 Sampet? a4 0244
¥ W 18 Sampeld 249 023
¥ W 19 SawkT 50 02
Y WD Saged) 4% oz
] 21 Sampe21 27 g g2
2 H
¥ OE 2 Sack2 50 £
VW B Smckn an i
¥ W M SapeX £ § 0
Yl B B Sawes 23 & 0
Y H B SwmckX 47 B o]
Y W 7 smoez S T [
o 3 Smpe 2t A0 2 |
o 2 Sanp2y Uncertain  [185) 053 f
Y H B NEGATF ) (0% {
¥ W 3 BTVPIR POATIFKONTRO 2 500 0124 !
¥ M % ETVEXTPOZTIFKONTR an 5w ot [/
01 I
o0 [
il /
o7- f
0] I
0 J’
I
004 I
I
03 / ‘/
o0z /
ont-
12345673 9102134151617 181802 2B M8 H B30I NI HIHIT BN 243445
Cycles.

Sekil 4. Mavidil real-time RT-PCR analiz goriintlisi.1-29: Klinik érnekler (tiim 6rnekler negatif), 30:
Negatif kontrol, 31: BTV PCR pozitif kontrol (Mavi egri) 32: BTV ekstraksiyon (EXT) pozitif kontrol
(Pembe egri)
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iy Bovine viral diarhea virus 1gh|AY323881.1)
* Bovine viral diarthea virus 1(gh|AY323885.1)
# Bovine viral diarthea virus 1{gh|KC362902.1)
? ~“Bovine viral diarhea virus 1(gb|AY363072.1)
¢ ? Bovine viral diarrhea virus 1{gh|AY323890.1)
gBovine viral diarrhen virus 1{gh{AYI23888.1)
Bovine viral diarrhea virus 1(gh|AY323886.1)
@ Bovine viral diarrhea virus 1{gh|KC693813.1)
9 ¥ 0 Bovine viral diarthea virus 1(gh|1Q743605.1)
*Bovine viral diarthea virus strain Bega(gh|AF049221.2)
* Bovine viral diarrhea virus 1{gh[EU159700.1)
& Bovine viral diarrhea virus 1{dhj|ABOT8950.1)
& Bovine viral diarrhea virus 1{dhj|ABOTR9S1.1)

a @
i ABovine viral diarrhea virus 1(gh|KC693815.1)

4 4 “Bovine viral diarrhea virus 1(gh|AY948435.1)

4 9 Bovine viral diarthea virus 1{gh|KRKIG969.1)

9 Bovine viral diarrhea virus 1{gh|GQI83460.1)
9 o Bovine viral diarthea virus 1{gh|{KRXG970.1)
 Bovine viral diarrhea virus 1(gh|FI387311.1)
i

o
5 Bovine viral diarrhea virus Hgh| ARMI040,
¢ 1013TREDRN.1
1 Bovine viral diarrhea virus 1{gh|DQO88995.2)
4 i Bovine viral diarrhea virus 1(gh|GO493685.1)
| Bovine viral diarhea virus Ln 68(emb|AJ312928.1)
k:Bm-ine viral diarthea virus 1gh({FI615533.1)
3 ":;Bm-me viral diarthea virus 1{gb|FI615533.1)
 Bovine viral diarihea virus Hemb|FM163317.1)
o Bovine viral diarhea virus 1igh{EF210349.1)
Bovine viral diarthea virus Hemb|AT133739.1)
& Bovine viral diarthea virus 1(gh|AY954693.1)
9 Bovine viral diarrhea virus 1(gh|EF210335.1)
.; Bonder disease virus(gh|KF923348.1)
“ Border disease virus(gh|GOH02940.1)
2 Border disease virus(gh({J(994198.1)
 Border disease virus(gh|EU224227.1)
“Border disease virus(gh(1(946320.2)
O Border disease virus(ghKC337788.1)
* Border disease virus strain Rudolphidbj|AB122086.]
¢ # Border disease virus - X818(gh|AF037
4 9 Border disease virus(gh|EUT11348.1)
“ Border disease virus sheep272/F]

“ Border disease virus(gh{EUB37

Sekil 5. BVD-1 olarak belirlenen 6rnegin (2013/TR/EDRN.1) PHYLIP dizilim programinda, neighbour-
joining metodunda 0.75 maksimum sekans uzaklgina gore filogenetik analizi
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EBnrdJer disense virus(gh{KCY63426.1)
A Border disease viruslgh[TX437133.1)
@ 2013TR/CNEL.1
2 Border disease virus(gh| KC337789.1)
@ Botder disease virus(gh|JX683184.1)
] ,; Border disease virug(gh[KF25348.1)
“ Border disease virus(gh|GQU02940.1)
9 Border disease virus(gb[JQ994198.1)
“ Border disease virus(gh|EU224227.1)
I Border disease virusigh|1Q946320.2)
© Border disease virusigh| KCI37788.1)
*Botdet disease virus steain Rudolphidbj|AB122086.
4 # Border disease virus - X818{gh|AF037
i 9 Botder disease virus(gh|EUT11348.1)
“ Border disease virus sheep272/F]
2 Botder disease virus(gh|EU637
?Classical swine fever virusigh|KC333783.1)
q @ Classical swine fever virus(gh|AF352565.1)
) “Bovine viral diarthea virus 1{zb| KRNG973.1)
# 4 Classical swine fever vitus(gh|GQA02941.1)
t AClassical swine fever virus(gh| AY368369.1)
IClassical swine fever virus(gh(L42433.1)
4 :':Clu.q sical swine fever virus(gh|L42436.1)
4 9 Classical swine fever virus(gh|L42434.1)
I IClassical swine fever virus(gh|GU324242.1)
S Classical swine fever virus(eb|GU233732.1)
Bovine viral diarrhea virus Hdbj|ABOT8950.1)
“ Bovine viral diarrhea virus 1{dbj ABOTR9SL.1)
A Bovine viral diarthea virus 1(gb|KCA93815.1)
9 & ¥ Bovine viral diarthea virus 1{zh[A Y948435.1)
@ Bovine viral diarthea virus 1{gh|KFKIA969.1)
2 Bovine viral diarthea virus 1gb| GQ985460.1)

9 O Bovine vital diarrhea virus 1{gh{KR06970.1)
 Bovine viral diarthea virus 1{gb|FI387311.1)
i

o
s Bovine viral diarthea virus 1(gh| ARM1040.1)

Sekil 6. BDV olarak belirlenen 6rnegin (2013/TR/CNKL.1) PHYLIP dizilim programinda, neighbour-
joining metodunda 0.75 maksimum sekans uzakligina gore filogenetik analizi
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Tartisma

Abortlar koyun yetistiricili§indeki ekonomik kayiplarin en dnde gelen sebeplerindendir. Bu nedenle
gerek Ulkesel gerekse bolgesel seviyede abort etiyolojilerinin aydinlatiimasi ve bu verilerle miicadele
stratejilerinin belirlenmesi ekonomik yetistiricilik icin oldukca énemlidir. Mevcut calismada, Marmara
Bolgesinde bulunan illerde koyunlarda abort etiyolojisinin aydinlatiimasina yonelik olarak, Glkemizde
ve dinyada abortlarin en 6nde gelen viral etkenler olarak kabul edilen (g virusun prevalanslari
arastirilmistir.

Pestivirus enfeksiyonlari, diinyada sigir, koyun, kec¢i ve domuz vyetistiriciliginin yapildigi birgcok
Ulkede bildirilmistir (Garcia ve ark., 2009; The Merck., 1998; OIE Manual., 2008; Plant ve ark., 1983).
Farkl Ulkelerde koyunlarda yapilan ¢alismalarda pestivirus seroprevalans oranlari % 5-50 arasinda
rapor edilmistir (Garcia ve ark., 2009; The Merck., 1998; OIE Manual., 2008; Plant ve ark., 1983).
Tlrkiye’de bu oranin (% 2-90) arasinda degistigi bildirilmistir (Turan ve ark., 2009; Ozan ve ark., 2012).
Bu arastirmada, pestivirus seroepidemiyolojisinin tespiti amaciyla, Marmara Bolgesinde bulunan
bolgenin genel durumunu yansitacak sekilde 12 ilde, pestivirus yoninden asilanmamis 6 ayligin
tizerindeki 1200 adet koyundan, tesadiifi 6rnekleme yoluyla, serum érnekleri toplandi. Orneklenen
hayvanlarin % 67’sinde pestivirus antikorlari tespit edildi.

Ulkemizde Pestivirus icin cok sayida serolojik ve virolojik arastirma bulunmaktadir. Bu ¢calismalarda
pestivirus prevalansi % 2.3-90.3 oraninda bildirilmistir ((Turan ve ark., 2009; Ozan ve ark., 2012; Burgu
ve ark., 2001; Burgu, 2003; Okur ve ark., 2006; Hasircioglu ve ark., 2009; Giir, 2009; Ozdemir ve ark.,
2008; Azkur ve ark., 2011; Yazici ve ark., 2012; issi ve ark., 2012). Bu calismadaki pestivirus
seroprevalans oraninin bazi arastirmacilarin (Turan ve ark., 2009; Burgu ve ark., 2001; Burgu, 2003;
Okur ve ark., 2006; Hasircioglu ve ark., 2009; issi ve ark., 2012). bulgularindan yiiksek digerlerinden
(Ozan ve ark., 2012; Gir, 2009). ise distk oldugu saptanmistir. Bu durumun, biyiik oranda, calisilan
cografik bolge farkhliklarina, ¢alisma yilina ve test edilen hayvanlarin yasina bagh olarak
seroprevalanstaki farkliliktan kaynaklandigini diisinmekteyiz. Ayrica, daha zayif bir ihtimal olmakla
birlikte, kullanilan test metodlarinin farkhlklari da bu calismalardaki seroprevalans farkliliklarinin
muhtemel bir sebebi olabilir.

Tlrkiye’'de yukarida yapilan calismalar dikkate alindig1 zaman, pestivirus seropozitiflik oranlarindaki
farkliliklara benzer sekilde, pestivirus pozitifligi ile ilgili olarakta oldukca farkh oranlarda prevalans
kaydedilmistir. Ulkemizde pestivirus antijen/niikleik asit pozitifligi oranlari % 0.4-69.2 arasinda
saptanmistir (Albayrak ve ark., 2012; Turan ve ark., 2009; Burgu, 2003; Giir, 2009; Ozdemir ve ark.,
2008; Yazici ve ark., 2012; issi ve ark., 2012; Berber ve Sézdutmaz, 2013). Mevcut ¢alismada ise % 20.28
oraninda bir pestivirus niikleik asit pozitifligi tespit edilmistir. Bu farklliklarin sebebinin biiylik oranda
bolgesel virus prevalans farkhhigindan ve vyillara goére artan pestivirus pozitifli§inden
kaynaklanabilecegini dislinmekteyiz. Bununla birlikte kullanilan metot ve c¢alisilan dokularin
farkhliklarindan da prevalans oraninin degisebilecegi kaydedilmistir. Ornegin, Ozdemir ve ark.
yaptiklari ¢calismada, ELISA ile % 19 oraninda pestivirus antijeni ve RT-PCR teknigi ile % 33 oraninda
virus niikleik asidi tespit etmislerdir (Ozdemir ve ark., 2008). Horner ve ark. ruminant pestiviruslarinin
teshisinde real-time RT-PCR (real-time RT-PCR), ELISA ve immun peroksidaz (IP) tekniklerinin
performanslarini karsilastirdiklari bir calismada BVDV referens susu ve persiste enfekte hayvanlardan
alinan orneklerde real-time RT-PCR tekniginin diger test tekniklerine gére daha duyarli oldugu
bildirilmistir Horner ve ark., 1995). Kenedy ve ark. yaptiklari ¢calismada ise BVDV ile persiste enfekte
sigirlari tespit etmek amaciyla 3.599 sigirdan alinan kulak derisi drneginden 100 hayvanlik stipernatant
havuzlari hazirlanmis ve immunohistokimya (IHC), antigen capture-ELISA (Ag capture-ELISA) ve RT-PCR
metodlari ile test etmislerdir. Her (g testin de persiste enfekte hayvanlari tespit etmede %100’lik bir
uyuma sahip olduklari gérilmustir (Kenedy ve ark., 2006).

Genel olarak koyun ve kecilerin pestivirus enfeksiyonlarinin etkeni BDV kabul edilmektedir
(Oguzoglu, 2008; Valdozo-Gonzales ve ark., 2006). Mevcut calismada degerlendiriimeye alinan
pestivirus RT-PCR pozitif 6 koyun 6rneginin sekanslama sonuclarina gore dort 6rnegin BVDV-1 oldugu
belirlendi. Degerlendirilmeye alinan diger iki 6rnege ait gen dizilimlerinin filogenetik analizinde ise bu
orneklerin BDV oldugu tespit edildi. Yakin akraba olan pestiviruslarinda (BVDV 1, BVDV 2, BDV ve CSF)
hayvan tirleri arasi gegis bilinmektedir (Garcia-Perez ve ark., 2009; Bolat ve Doymaz, 1998).
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Pestiviruslarla birlikte abortlarin diger 6nemli viral etkeni olan BTV llkemizde uzun yillardir varligi
bilinen ve dénemsel olarak 6nemli ekonomik kayiplara yol agan viristir (Karaoglu ve ark., 2012; Ertiirk,
1994; Ertlirk ve ark., 2004; Karaoglu ve ark., 2007; Azkur ve ark., 2011; Bolat, 1986; Girgin ve Yongucg,
1988; Oztiirk ve ark., 1990; Bulut ve ark., 2006; Giir, 2008; Albayrak ve Ozan, 2010; Ataseven ve ark.,
2006; Ozgiinliik ve Cabalar, 2013; Ozgiinliik, 2003; Duman ve ark., 2009) Diger iilkelerde yapilan 6nceki
arastirmalarda, BTV enfeksiyonunun seroprevalansinin (% 1.6-50) arasinda oldugu tespit edilmistir (
Gibbs ve Greiner, 1985; Tamayo ve ark., 1985). Lopez ve ark. tarafindan Amerika Birlesik Devletlerinin
New York eyaletinde yapilan surveyde 52 ilden 6’sinda BTV pozitif hayvan tespit edilmistir (Lopez ve
ark; 1992). Amerika Birlesik Devletlerinin Colorado eyaletinde yapilan bir ¢alismada 108 koyun
ciftliginden, 2544 hayvanda % 7.6-83 arasinda seropozitiflik tespit edilirken, RT-PCR ile viral RNA
prevalansi % 4.8-48 arasinda saptanmistir (Mayo, 2010). Shi ve ark. tarafindan Cin’de ithal edilen ve
karantinaya alinan 964 sigir ve 650 koyunda yapilan serolojik ve virolojik calismada g sigir ve 41
koyunda seropozitiflik tespit edilirken, iki koyundan virus izole edilebilmistir (Shi ve ark., 1992).
Hindistan’da koyunlarda yapilan retrospektif bir calismada 50 ornekten 8’inde virus izolasyonu
gerceklestirilmistir (Mehrotra, 1992). Ayni sekilde, Kulkarni ve ark. Hindistan’nin Mharashtra
eyaletindeki koyun surilerinde BT enfeksiyonu morbiditesinin % 20, mortalitesinin ise % 80’lere
ulastigini rapor etmislerdir. Bu lGlkede 1981 salgininda BTV-9 ve BTV-18 salginlara yol agarken, 1983
salginindan sadece BTV-9 izole edilebilmistir (Kulkarni ve ark., 1992).

Tirkiye’'de ise farkli bolgelerde yapilan ¢alismalarda, BTV’'nin seroprevalans oranlarinin % 0-87.5
arasinda degistigi bildirilmektedir ( Ozan ve ark., 2012; Ertirk, 1994; Azkur ve ark., 2011; Bolat, 1986;
Girgin ve Yongug, 1988; Oztiirk ve ark., 1990; Bulut ve ark., 2006; Giir, 2008; Albayrak ve Ozan, 2010;
Ataseven ve ark., 2006; Ozgiinliik ve Cabalar, 2013; Ozgiinliik; 2003; Duman ve ark., 2009). Yaptigimiz
kaynak taramalari sonucunda, Marmara Bolgesinde koyunlarda BTV’ye yonelik bir calisma tespit
edilememigtir. Yapilan ¢alismada ELISA calismasi sonucunda BTV seropozitiflik orani % 38.7 olarak
saptanmistir.

Tlrkiye’de koyunlarda BTV virus prevalansina dair az sayida calisma rapor edilmistir ( Azkur ve ark.,
2011; Duman ve ark., 2009). Turkiye’de yapilan calismalarda Duman ve ark. Konya bodlgesinde
koyunlarda antijen pozitifligi oranini % 1.56 olarak tespit etmislerdir (Duman ve ark., 2009). Azkur ve
ark. Kirikkale ilinde koyun kan 6érneklerinden nested PCRile % 2.87 oraninda BTV niikleik asit pozitifligi
belirlemislerdir ( Azkur ve ark., 2011). Mevcut ¢alismada ¢alisilan klinik 6rneklerin hicbirinde BTV RNA’s|
tespit edilememistir.

Mevcut calismada BTV seropozitiflik orani % 38.7 olarak saptanmistir. Ornek alinan hayvanlarin
asisiz olmasi dikkate alindigi zaman daha onceki yillarda bélgemizde BTV’ye hayvanlarin maruz kaldigi
sonucu ¢likariimaktadir. Ancak mevcut ¢alismada % 38.7’lik bir seropozitiflige karsin, RT-PCR teknigi ile
virus varligi tespit edilememistir. Arbovirus enfeksiyonlari arasinda yer alan BTV epidemiyolojisi konak-
vektor-iklim-serotip déngisiine dayanmaktadir (Ozan ve ark., 2012). Subtropik iklim kusaginda yer alan
Ulkemizde yillik 1si-nem ve yagmur ortalamalar 6zellikle bati, kuzey ve dogu kesimlerinde yiksektir
(Ozan ve ark., 2012). Bu iklim yapisina bagli olarak Tirkiye’de vektor aktivitesi Mart-Ekim arasindaki
genis zaman diliminde gorilebilmektedir. Bu g¢alismada koyunlarda yiksek seropozitiflik tespit
edilmesine ragmen viral nikleik asidi tespit edilememesinin muhtemel bir nedeninin, arastirmada
kullanilan abort ve neonatal materyallerinin dGnemli bir kisminin (2012 yilinda % 60, 2013 yilinda % 63),
Marmara Bolgesinin iklim kosullarina bagh olarak, vektor aktivitesinin goriilmedigi kis doneminde
alinmasindan kaynaklanabilecegi distintilmektedir. Ayrica BTV enfeksiyonunun akut bir enfeksiyon
olmasini ve 6rneklerin klinik hasta koyun veya bu koyunlarin yavrularindan alinmamasinin da diger bir
sebep olabilecegini degerlendirmekteyiz. Seroprevalanstaki yliksek diizeyin ise BTV hastaligini atlatan
hayvanlarda antikorlarin 2 yila kadar saptanabilmesinden kaynakli olabilecegini distinmekteyiz (Ertiirk,
1994; Bolat, 1986). Sonug olarak, bu arastirmada tespit edilen % 38.7 oranindaki seropozitiflik
nedeniyle Marmara Bolgesinde BTV’un zaman zaman sirktilasyonda bulunan bir virus oldugu kanaatine
varilmistir. Ancak, bu konuda daha glivenilir sonuglar icin takip eden yillarda da benzer ¢alismalarin
tekrari 6nerilmektedir.

Mavidil virusu gibi insekt vektor kaynakli olan ve abortlarin diger bir 5nemli viral etkeni olarak kabul
edilen AKAV enfeksiyonunun Diinya’da genis bir cografyada varlig bildirilmistir. Dlinya genelinde AKAV
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prevalansi 1972-77 yillari arasinda Japonyada meydana gelen salginlarda 42.000 sigirin etkilendigi,
bunlardan % 37’sinin abort ve prematiire dogum, % 22 sinin 6lG dogum, % 41’inin ise kongenital AH
sendromlu buzag dogumu ile sonuclandigl, bu salginlarda olusan ekonomik kaybin ise yaklasik
20.000.000 Amerikan dolarina esdeger oldugu bildirilmistir (Inaba ve ark., 1990). Mohamed ve ark.
Sudan’da AKAV seroprevalansinin koyunlarda % 27, kegilerde % 36 ve sigirlarda % 47 oldugunu rapor
etmislerdir (Mohamed, 1996). Qiao ve ark. Cin’de koyunlarda % 18,15 ve sigirlarda % 19.6
seroprevalans tespit etmislerdir (Qiao ve ark., 2012). Benzer bir ¢alismada ise, Afaleq ve ark.
Arabistan’da koyun ve kecilerde % 17, sigirlarda % 49 oraninda seroprevalans varligini kaydetmislerdir
(Al-Afaleg ve ark., 1998)

Akabane enfeksiyonunun Tirkiye'deki varligl ilk defa Urman ve ark. tarafindan  Aydin ili ve
cevresinde AH sendromlu buzagilarda hastaligin klinik ve patolojik olarak bildirmeleri ile ortaya
konulmustur (Urman ve ark., 1979). Sonraki yillarda, Yonguc ve ark. AH sendromlu buzagilarda AKAV
spesifik antikor tespitini, Haziroglu ise Akdeniz Bolgesinde anomalili buzagilarda patolojik olarak
Akabane enfeksiyonu teshisini gergeklestirmistir (Yongug¢ ve ark., 1982; Haziroglu, 1987). Akabane
enfeksiyonuna yonelik ilk genis kapsaml serolojik arastirma, Mellor ve ark. tarafindan Giiney,
Glneydogu ve Bati Anadolu Bolgelerindeki sigirlarda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada enfeksiyonun
sigirlardaki seroprevalansini % 12,3 olarak bildirmislerdir (Mellor ve ark., 1995). Karaoglu ve ark.
Trakya bolgesinden bes ile bagh 21 ilce/kdyden 6rnekledikleri toplam 557 sigir kan serumlarinda
Akabane enfeksiyonu seropozitifligini % 0,14 olarak bildirmislerdir (Karaoglu ve ark., 2007). Ozgiinliik
ve ark. 4 farkl sut sigirciligr isletmesindeki degisik yaslardan 288 sigirdan alinan kan serum 6rneklerinde
Akabane virus seropozitifligini % 9.72 olarak belirtmislerdir (Ozgiinliik ve ark., 2013). Giineydogu
Anadolu Bolgesinde 9 il ve 1 kamuya ait isletmede yetistirilen sigirlarda yapilan diger bir calismada ise
halk elindeki hayvanlarda % 12.90-34.78; kamuya ait isletmede ise % 27.98 seropozitiflik tespit
edilmistir (Ozglinliik, 2003). Yapilan arastirmalar incelendiginde Akabane enfeksiyonu ile ilgili
Tirkiye’deki calismalarin gogunun sigirlarda oldugu anlasilmaktadir. Ulkemizde koyunlarda AKAV’a
yonelik az sayida calismaya rastlanmistir (Albayrak ve Ozan, 2010; Burgu ve ark., 1992). Albayrak ve
Ozanyaptiklari calismada, Karadeniz Bolgesinde yer alan 5 ilde (Samsun, Sinop, Ordu, Amasya ve Tokat)
bulunan 200 koyun 6rneginde ELISA testi ile Akabane enfeksiyonunun seroprevalansini koyunlarda %
0.5, sigirlarda ise % 22 olarak rapor etmislerdir (Albayrak ve Ozan, 2010).

Mevcut calismada, Marmara Boélgesini yansitacak sayida (1200) koyun 6érneginden AKAV’a karsi
oldukea diisiik oranda (% 0.08) seroprevalans tespit edilmistir. Ayrica abort ve postnatal érneklerle
gerceklestirilen RT-PCR calismasi neticesinde, test edilen higbir ornekte viral etken varligina
rastlanmamistir. Bu bulgular 1siginda, AKAV’'un Marmara Bodlgesinde goriilen abort ve postnatal
olgularina sebep olabilecek muhtemel viruslardan biri olmadigi kanaatine varilmistir.

Sonug olarak, mevcut ¢alismada galisilan Ug virus igin, Marmara Boélgesinde abortlar ve postnatal
olimlerde pestiviruslarin yiiksek prevalansi tespit edilmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak, Marmara
Bolgesinde pestiviruslara karsi asilama basta olmak Uzere diger kontrol-miicadele metotlarinin
ivedilikle uygulanmasini 6nermekteyiz. Ayrica, bu yiiksek prevalansin sebepleri Gizerinde durulmasi ve
aydinlatiimasinin 6nemli oldugunu diisinmekteyiz. Pestiviruslara ilave olarak, seroprevalansi dikkate
alindiginda, BTV’unun ise ileriki yillarda takibinin faydali olacagi kanaatini tasimaktayiz.

Tesekkiir

Bu calisma; Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisti ve TAGEM HSGYAD/13/A07/P02/28 nolu proje ile
desteklenen “Marmara Bélgesinde Koyunlardan Alinan Abort ve Postnatal Orneklerde Viral Etkenlerin
(Pestiviris, Mavidil ve Akabane virlis) Arastirilmasi” baslikh doktora tezinden 6zetlenmistir.
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