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Amag: Bu calisma Konya’'da koyun fétuslarinda pestiviral an-
tijenlerin arastirilmasi amaci ile yapildi.

Gerec¢ ve Yontem: Arastirmada 34 adet koyun fétusundan
elde edilen toplam 170 doku 6rnegi (karaciger, akciger, lenf,
dalak ve beyin) Border Disease Virus (BDV) antijen varligi
yoniinden Madin-Darby Bovine Kidney devamli hiicre kiil-
tiirlerinde immunperoksidaz (IP) testi ile incelendi.

Bulgular: Fotuslarin %8.82’sinde pestiviral antijen varligi
belirlendi. 3 adet fotusa ait 8 doku ornegi (3 karaciger, 3
akciger ve 2 beyin) pozitif tespit edildi. Ayni fotuslara ait lenf
ve dalak drneklerinin hicbirisinde pozitiflik belirlenmedi.

Oneri: Konya’'da BDV ile miicadele edilmesi gerekliligi ifade
edilebilir.

Anahtar kelimeler: Border disease virus, fotus, immunper-
oksidaz, koyun

222

Aim: The purpose of the present study was to investigate
pestiviral antigen in sheep fetuses in Konya.

Materials and Methods: Totally 170 samples (liver, lung,
lymph, spleen, and brain) from 34 sheep fetuses were inves-
tigated to determine the presence of Border Disease Virus
(BDV) with immunoperoxidase (IP) in Madin-Darby Bovine
Kidney permanent cell culture.

Results: Presence of pestiviral antigen was detected by IP
in 8.82% of fetuses. 8 tissue (3 livers, 3 lungs, and 2 brains)
samples of 3 fetuses were detected as positive. Lymph and
spleen samples of the same fetus were not determined in any
positivity.

Conclusion: It can be expressed that control programme of
BDV is needed in Konya.

Key words: Border disease virus, fetus, immunoperoxidase,
sheep
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Giris

Si81r, koyun, keci, domuz gibi evcil hayvanlarin yani sira vah-
si ruminantlarda da enfeksiyon meydana getirebilen pestivi-
ruslar (Krametter-Froetscher ve ark 2007, Abdel-Latif ve ark
2013), zarly, tek zincirli, pozitif RNA viruslaridir (Hurdato ve
ark 2003, Evermann 2006, Rasmussen ve ark 2008). Border
Disease Virus (BDV)'u, Flaviviridae familyasinin Pestivirus
genusunda yer almakta olup ayni genusta bulunan Classical
Swine Fever Virus (CSFV)’'u ve Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV)'u ile yakin antijenik iliski icerisindedir (Rasmussen
ve ark 2008, Fernandez-Sirera ve ark 2012). BDV antijenik
ozellikleri ve konakg1 spesifitesine gore 4 alt gruba ayrilmis-
tir (Berriatua ve ark 2006). Fransa’da izole edilen pestivirus
izolatlarindan sonra ise BDV5 ve BDV6 alt gruplari belirlen-
mistir (Dubois ve ark 2008).

Border Disease Virus'unun ¢ogaltilmasi icin kullanilan sigir
hiicre kiiltiirt sistemleri arasinda fotal dana testis (Gray ve
Nettleton 1987), embriyonik trakea (Kreeft ve ark 1990),
turbinata (Laamanen ve ark 1997), fotal dana bobrek (Kirk-
land ve ark 1991), fotal dana dalak (Anderson ve ark 1987)
ve Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) (Yesilbag ve ark
2008) hiicre kiiltiirii sistemleri yer almaktadir. Pestivirus’la-
rin hiicre kiiltiirlerindeki ¢ogalma durumlarina goére sitopa-
tojenik (cp) ve nonsitopatojenik (ncp) olmak tizere iki biyoti-
pi bulunmaktadir (Fulton ve ark 2005).

Etken, enfekte hayvanlardan burun akintisy, idrar, salya, gai-
ta, semen, gozyas], siit, vaginal akint1 gibi sekret ve ekskret-
lerin (Nodelijk ve ark 2001) yani sira abort olan fotus, fotal
membran ve kan (Marco ve ark 2007) ile de sacilmaktadir.
Persiste enfekte koyunlarin sekret ve ekskretleri ile sadece
ncp BDV'nin sagildigr bildirilmistir (Bielefeldt-Ohmann ve
ark 2008). Fotal immun yanit sekillenmeden 6nce intraute-
rin enfeksiyona maruz kalan koyunlardan persiste viremik
olarak dogan kuzular yasamlari boyunca sekret ve ekskretle-
ri ile virus sagarak enfeksiyonun bulastirilmasinda biiytik rol
oynamaktadirlar (Nettleton ve Willoughby 2007).

Koyunlarda plasenta syndesmo-chorial, adeciduata ve villo-
sa cotyledonota yapisindadir (Sammin ve ark 2009). Koyun
blastositleri preimplantasyon siirecinde Pestivirus gecisine
izin vermemektedir (Sawyer ve ark 1991). Bu siireg igeri-
sinde embriyonun uterusa tutunmasi tamamlanmamistir.
Embriyonun uterus duvarina tutunmasi 17. giinden itibaren
baslamaktadir. BDV'nin zona pelluciday1 gecemedigi bildi-
rilmistir (French ve ark 1974). Karsilasilacak transplasental
enfeksiyonlar; erken embriyo 6liimleri (Pratelli ve ark 1999),
intrauterin gelisme azlig1, MSS deformasyonlari, iskelet siste-
mi bozukluklari, persiste viremik kuzularin dogumu, ‘Hairy
Shaker’ goriiniimlii kuzularin dogumu, deri ve yiinde degi-
sikliklere neden olabilmektedir (Monies ve ark 2004, Nettle-
ton ve Willoughby 2007, Avc1 2010).
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BDV enfeksiyonunun teghisi ile ilgili olarak Office Interna-
tional des Epizooties (OIE, Diinya Hayvan Saghg1 Orgiitii)
tarafindan belirlenmis herhangi bir referans laboratuvar bu-
lunmamaktadir. BDV’nin teshisinde en giivenli yol virus izo-
lasyonunun yapilmasidir (OIE 2008). Direkt immunfloresan
(IF) (Anderson ve ark 1987), immunperoksidaz (IP) (Ward
ve Kaeberle 1984, Cokgaliskan 2000, Marco ve ark 2009, Avci
2010), donmus doku pargalarinda gergeklestirilen immuno-
histokimyasal yontemler antijen tespiti i¢in kullanilan ELISA
(Fenton ve ark 1990) ve RT-PCR (Hasircioglu ve ark 2009)
BDV ile enfekte hayvanlarin tespitinde kullanilabilecek diger
testler arasinda yer almaktadirlar.

Bu ¢alisma koyun fétuslarinda pestiviral antijenlerin tespit
edilmesi amaci ile yapildi.

Gereg¢ ve Yontem

Arastirma siiresince elde edilen fotuslar (34 adet) uygun
sartlarda, en kisa stirede ve soguk zincir sartlarinda Selguk
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji ABD’ye getirildi.
Calismada kullanilacak olan fotusa ait doku érnekleri (kara-
ciger, akciger, lenf, dalak ve beyin) steril sartlar altinda ¢ikar-
tild1. Konsantre antibiyotik (Biological Industries, Israil)’li
PBS (Phosphate Buffer Saline, 1/10 oraninda) igerisine ali-
narak homojenizasyon islemine tabii tutuldu. Homojenizator
(IKA T-25 Ultra-Turrax, Almanya) yardimi ile 6000 devir/dk
10 dk homojenize edilen homojenizatlar 3000 rpm (Hettich,
Almanya) +4°C’de 20 dk santrifiij edildi. Antibiyotik ilave
edildikten sonra enjektdr filtrelerden gecirilerek sterilite
kontrollerinin yapilmasi i¢in kanli agara (Sigma, Almanya)
ekimleri yapildi. Herhangi bir bakteriyel kontaminasyon gé-
rilmeyen ornekler %10 DMSO ilave edilerek IP ile test edi-
linceye kadar -80°C’lik derin dondurucuda (Sanyo, Japonya)
muhafaza edildi.

Bu ¢alismada kullanilan MDBK hiicre kiiltiirti, BVDV cp re-
ferans susu olan NADL (virus kontrol) ve ncp BVDV (virus
kontrol) Selcuk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji
ABD’den temin edildi. MDBK hiicre kiiltiirii kullanilmadan
once pestivirus varligl yoniinden negatif oldugu belirlendi.
Hiicre kiiltiirii calismalarinda gerekli olan fetal calf sera (FCS,
fotal dana serumu) ticari olarak (Biological Industries, Isra-
il) temin edildi. Steril FCS’ler kullanilincaya kadar -20°C’lik
derin dondurucuda muhafaza edildi ve kullanilmadan dnce
56°C’de 30 dk siire ile inaktive edildi. Direkt IP testi Hyera
ve ark (1987)'nin bildirdigi prosediire uygun olarak gercek-
lestirildi. Bu calisma protokolii Selguk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Etik Kurul onay1 (Rapor No:2012/016) ald1.
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Sekil 1. Hiicre kontrol (x 200).
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Sekil 3. Virus kontrol (ncp BVDV, x200).

Bulgular

Hiicre kontrol (Sekil 1), cp NADL susu kontrol (Sekil 2), ncp
BVDV kontrol (Sekil 3) ve karaciger dokusundan (Sekil 4)
elde edilen mikroskobik goriintiiler sirasi ile asagida verildi.
Ug fotusa ait karaciger, akciger ve beyin dokularinda IP ile
BDV antijen varligl tespit edilirken lenf ve dalak numunele-
rinin hi¢birisinde herhangi bir pozitiflik belirlenmedi. BDV
antijen yoniinden pozitif tespit edilen 6rneklerin hepsinin
ncp karakterde oldugu tespit edildi.

Tartisma

Fotal dokularda pestivirus varliginin gosterilmesi i¢in kulla-
nilan farkli metotlar bulunmaktadir. Abort olan koyun fétus-
larindan Pestivirus antijeninin tespit edildigi bildirilmistir
(Thiir ve ark 1997), ancak izolasyon calismalarinin zaman
alici, pahali ve otoliz olan dokularda saglikli sonug¢ verme-
mesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Garcia-Perez ve
ark 2009). Pestivirus antijenlerinin tespiti icin IF (Reimann
ve ark 2004), IP (Marco ve ark 2009) ve Flow Sitometri
(Burrells ve ark 1989) testleri de kullanilabilmektedir. Son
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Sekil 2. Virus kontrol (cp NADL susu, x200).

Sekil 4. Border Disease Virus antijen pozitif 6rnek (Karaciger, x200).

yillarda BDV’nin hizli teshis edilmesi amaci ile RT-PCR testi
kullanilmaktadir (Rosamilia ve ark 2014). Dalak, tiroid, ti-
mus, bobrek, beyin ve lenf nodiillerinin Pestivirus izolasyonu
icin en uygun organ ve dokular oldugu ifade edilmistir (OIE
2008).

Bu calismada 3 adet fotusa ait karaciger, akciger ve beyin
dokularinda IP ile BDV antijen varlig1 belirlenirken (Sekil 4)
lenf ve dalakta ise herhangi bir pozitiflik tespit edilemedi.
Cokcaligkan (2000) bir fotusa ait 10kosit 6rneginden pestivi-
rus izole ettigini bildirmistir. Izole ettigi virusun ncp karak-
terde oldugunu kaydeden arastirmaci (Cokg¢aliskan 2000),
Pestivirus antijen varlig1 yoniinden pozitif oldugunu tespit
ettigi fotusun diger organlarindan da (karaciger, akciger,
bagirsak, bobrek, beyin) virus izolasyonu gerceklestirdigini
ifade etmistir. 170 adet doku 6rnegi kullanilan bu ¢alisma-
da 3 adet fotusa ait toplam 8 adet dokuda (karaciger 3 adet,
akciger 3 adet, beyin 2 adet) BDV antijen varlig: belirlendi.
Cokcaligkan (2000) yapmis oldugu calismada bagirsakta
BDV’yi tespit ettigini bildirmistir. Bu ¢alismada ince bagir-
sak numuneleri toplanmadig i¢in karsilastirma yapilama-
misti. BDV’'nin dokular arasi yerlesim yerlerine gore her-
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hangi bir degerlendirme yapilamamistir. Daha fazla 6rnegin
kullanilarak fotuslar ile birlikte annelerin de 6rneklenecegi
calismalar planlanmalidir.

Oneri

Sonug olarak Konya’'da daha 6nce varligi bildirilmis olan BDV
enfeksiyonunun devam ettigi ve bu nedenle enfeksiyon ile
miicadele edilmesi gerekliligi ifade edilebilir.
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tesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatoérliigii tarafindan
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