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Özet

Yavru S, Avcı O, Atlı K. Koyun fötuslarında Border Disease 
Virus varlığının immunperoksidaz ile saptanması. 

Amaç: Bu çalışma Konya’da koyun fötuslarında pestiviral an-
tijenlerin araştırılması amacı ile yapıldı.

Gereç ve Yöntem: Araştırmada 34 adet koyun fötusundan 
elde edilen toplam 170 doku örneği (karaciğer, akciğer, lenf, 
dalak ve beyin) Border Disease Virus (BDV) antijen varlığı 
yönünden Madin-Darby Bovine Kidney devamlı hücre kül-
türlerinde immunperoksidaz (IP) testi ile incelendi. 

Bulgular: Fötusların %8.82’sinde pestiviral antijen varlığı 
belirlendi. 3 adet fötusa ait 8 doku örneği (3 karaciğer, 3 
akciğer ve 2 beyin) pozitif tespit edildi. Aynı fötuslara ait lenf 
ve dalak örneklerinin hiçbirisinde pozitiflik belirlenmedi. 

Öneri: Konya’da BDV ile mücadele edilmesi gerekliliği ifade 
edilebilir. 

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

Abstract 

Yavru S, Avci O, Atli K. Detection of Border Disease Virus in 
sheep fetuses by immunoperoxidase. 
 

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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Giriş 

Sığır, koyun, keçi, domuz gibi evcil hayvanların yanı sıra vah-
şi ruminantlarda da enfeksiyon meydana getirebilen pestivi-
ruslar (Krametter-Froetscher ve ark 2007, Abdel-Latif ve ark 
2013), zarlı, tek zincirli, pozitif RNA viruslarıdır (Hurdato ve 
ark 2003, Evermann 2006, Rasmussen ve ark 2008). Border 
Disease Virus (BDV)’u, Flaviviridae familyasının Pestivirus 
genusunda yer almakta olup aynı genusta bulunan Classical 
Swine Fever Virus (CSFV)’u ve Bovine Viral Diarrhea Virus 
(BVDV)’u ile yakın antijenik ilişki içerisindedir (Rasmussen 
ve ark 2008, Fernandez-Sirera ve ark 2012). BDV antijenik 
özellikleri ve konakçı spesifitesine göre 4 alt gruba ayrılmış-
tır (Berriatua ve ark 2006). Fransa’da izole edilen pestivirus 
izolatlarından sonra ise BDV5 ve BDV6 alt grupları belirlen-
miştir (Dubois ve ark 2008).

Border Disease Virus’unun çoğaltılması için kullanılan sığır 
hücre kültürü sistemleri arasında fötal dana testis (Gray ve 
Nettleton 1987), embriyonik trakea (Kreeft ve ark 1990), 
turbinata (Laamanen ve ark 1997), fötal dana böbrek (Kirk-
land ve ark 1991), fötal dana dalak (Anderson ve ark 1987) 
ve Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) (Yeşilbağ ve ark 
2008) hücre kültürü sistemleri yer almaktadır. Pestivirus’la-
rın hücre kültürlerindeki çoğalma durumlarına göre sitopa-
tojenik (cp) ve nonsitopatojenik (ncp) olmak üzere iki biyoti-
pi bulunmaktadır (Fulton ve ark 2005).

Etken, enfekte hayvanlardan burun akıntısı, idrar, salya, gai-
ta, semen, gözyaşı, süt, vaginal akıntı gibi sekret ve ekskret-
lerin (Nodelijk ve ark 2001) yanı sıra abort olan fötus, fötal 
membran ve kan (Marco ve ark 2007) ile de saçılmaktadır. 
Persiste enfekte koyunların sekret ve ekskretleri ile sadece 
ncp BDV’nin saçıldığı bildirilmiştir (Bielefeldt-Ohmann ve 
ark 2008). Fötal immun yanıt şekillenmeden önce intraute-
rin enfeksiyona maruz kalan koyunlardan persiste viremik 
olarak doğan kuzular yaşamları boyunca sekret ve ekskretle-
ri ile virus saçarak enfeksiyonun bulaştırılmasında büyük rol 
oynamaktadırlar (Nettleton ve Willoughby 2007). 

Koyunlarda plasenta syndesmo-chorial, adeciduata ve villo-
sa cotyledonota yapısındadır (Sammin ve ark 2009). Koyun 
blastositleri preimplantasyon sürecinde Pestivirus geçişine 
izin vermemektedir (Sawyer ve ark 1991). Bu süreç içeri-
sinde embriyonun uterusa tutunması tamamlanmamıştır. 
Embriyonun uterus duvarına tutunması 17. günden itibaren 
başlamaktadır. BDV’nin zona pellucidayı geçemediği bildi-
rilmiştir (French ve ark 1974). Karşılaşılacak transplasental 
enfeksiyonlar; erken embriyo ölümleri (Pratelli ve ark 1999), 
intrauterin gelişme azlığı, MSS deformasyonları, iskelet siste-
mi bozuklukları, persiste viremik kuzuların doğumu, ‘Hairy 
Shaker’ görünümlü kuzuların doğumu, deri ve yünde deği-
şikliklere neden olabilmektedir (Monies ve ark 2004, Nettle-
ton ve Willoughby 2007, Avcı 2010).

BDV enfeksiyonunun teşhisi ile ilgili olarak Office Interna-
tional des Epizooties (OIE, Dünya Hayvan Sağlığı Örgütü) 
tarafından belirlenmiş herhangi bir referans laboratuvar bu-
lunmamaktadır. BDV’nin teşhisinde en güvenli yol virus izo-
lasyonunun yapılmasıdır (OIE 2008). Direkt immunfloresan 
(IF) (Anderson ve ark 1987), immunperoksidaz (IP) (Ward 
ve Kaeberle 1984, Çokçalışkan 2000, Marco ve ark 2009, Avcı 
2010), donmuş doku parçalarında gerçekleştirilen immuno-
histokimyasal yöntemler antijen tespiti için kullanılan ELISA 
(Fenton ve ark 1990) ve RT-PCR (Hasırcıoğlu ve ark 2009) 
BDV ile enfekte hayvanların tespitinde kullanılabilecek diğer 
testler arasında yer almaktadırlar.

Bu çalışma koyun fötuslarında pestiviral antijenlerin tespit 
edilmesi amacı ile yapıldı.

Gereç ve Yöntem

Araştırma süresince elde edilen fötuslar (34 adet) uygun 
şartlarda, en kısa sürede ve soğuk zincir şartlarında Selçuk 
Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Viroloji ABD’ye getirildi. 
Çalışmada kullanılacak olan fötusa ait doku örnekleri (kara-
ciğer, akciğer, lenf, dalak ve beyin) steril şartlar altında çıkar-
tıldı. Konsantre antibiyotik (Biological Industries, İsrail)’li 
PBS (Phosphate Buffer Saline, 1/10 oranında) içerisine alı-
narak homojenizasyon işlemine tabii tutuldu. Homojenizatör 
(IKA T–25 Ultra-Turrax, Almanya) yardımı ile 6000 devir/dk 
10 dk homojenize edilen homojenizatlar 3000 rpm (Hettich, 
Almanya) +4°C’de 20 dk santrifüj edildi. Antibiyotik ilave 
edildikten sonra enjektör filtrelerden geçirilerek sterilite 
kontrollerinin yapılması için kanlı agara (Sigma, Almanya) 
ekimleri yapıldı. Herhangi bir bakteriyel kontaminasyon gö-
rülmeyen örnekler %10 DMSO ilave edilerek IP ile test edi-
linceye kadar -80°C’lik derin dondurucuda (Sanyo, Japonya) 
muhafaza edildi. 

Bu çalışmada kullanılan MDBK hücre kültürü, BVDV cp re-
ferans suşu olan NADL (virus kontrol) ve ncp BVDV (virus 
kontrol) Selçuk Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Viroloji 
ABD’den temin edildi. MDBK hücre kültürü kullanılmadan 
önce pestivirus varlığı yönünden negatif olduğu belirlendi. 
Hücre kültürü çalışmalarında gerekli olan fetal calf sera (FCS, 
fötal dana serumu) ticari olarak (Biological Industries, İsra-
il) temin edildi. Steril FCS’ler kullanılıncaya kadar -20°C’lik 
derin dondurucuda muhafaza edildi ve kullanılmadan önce 
56°C’de 30 dk süre ile inaktive edildi. Direkt IP testi Hyera 
ve ark (1987)’nın bildirdiği prosedüre uygun olarak gerçek-
leştirildi. Bu çalışma protokolü Selçuk Üniversitesi Veteriner 
Fakültesi Etik Kurul onayı (Rapor No:2012/016) aldı.
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Bulgular 

Hücre kontrol (Şekil 1), cp NADL suşu kontrol (Şekil 2), ncp 
BVDV kontrol (Şekil 3) ve karaciğer dokusundan (Şekil 4) 
elde edilen mikroskobik görüntüler sırası ile aşağıda verildi. 
Üç fötusa ait karaciğer, akciğer ve beyin dokularında IP ile 
BDV antijen varlığı tespit edilirken lenf ve dalak numunele-
rinin hiçbirisinde herhangi bir pozitiflik belirlenmedi. BDV 
antijen yönünden pozitif tespit edilen örneklerin hepsinin 
ncp karakterde olduğu tespit edildi. 

Tartışma

Fötal dokularda pestivirus varlığının gösterilmesi için kulla-
nılan farklı metotlar bulunmaktadır. Abort olan koyun fötus-
larından Pestivirus antijeninin tespit edildiği bildirilmiştir 
(Thür ve ark 1997), ancak izolasyon çalışmalarının zaman 
alıcı, pahalı ve otoliz olan dokularda sağlıklı sonuç verme-
mesi gibi dezavantajları bulunmaktadır (Garcia-Perez ve 
ark 2009). Pestivirus antijenlerinin tespiti için IF (Reimann 
ve ark 2004), IP (Marco ve ark 2009) ve Flow Sitometri 
(Burrells ve ark 1989) testleri de kullanılabilmektedir. Son 

yıllarda BDV’nin hızlı teşhis edilmesi amacı ile RT-PCR testi 
kullanılmaktadır (Rosamilia ve ark 2014). Dalak, tiroid, ti-
mus, böbrek, beyin ve lenf nodüllerinin Pestivirus izolasyonu 
için en uygun organ ve dokular olduğu ifade edilmiştir (OIE 
2008).

Bu çalışmada 3 adet fötusa ait karaciğer, akciğer ve beyin 
dokularında IP ile BDV antijen varlığı belirlenirken (Şekil 4) 
lenf ve dalakta ise herhangi bir pozitiflik tespit edilemedi. 
Çokçalışkan (2000) bir fötusa ait lökosit örneğinden pestivi-
rus izole ettiğini bildirmiştir. İzole ettiği virusun ncp karak-
terde olduğunu kaydeden araştırmacı (Çokçalışkan 2000), 
Pestivirus antijen varlığı yönünden pozitif olduğunu tespit 
ettiği fötusun diğer organlarından da (karaciğer, akciğer, 
bağırsak, böbrek, beyin) virus izolasyonu gerçekleştirdiğini 
ifade etmiştir. 170 adet doku örneği kullanılan bu çalışma-
da 3 adet fötusa ait toplam 8 adet dokuda (karaciğer 3 adet, 
akciğer 3 adet, beyin 2 adet) BDV antijen varlığı belirlendi. 
Çokçalışkan (2000) yapmış olduğu çalışmada bağırsakta 
BDV’yi tespit ettiğini bildirmiştir. Bu çalışmada ince bağır-
sak numuneleri toplanmadığı için karşılaştırma yapılama-
mıştır. BDV’nin dokular arası yerleşim yerlerine göre her-
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Şekil 1. Hücre kontrol (x 200). Şekil 2. Virus kontrol (cp NADL suşu, x200).

Şekil 3. Virus kontrol (ncp BVDV, x200). Şekil 4. Border Disease Virus antijen pozitif örnek (Karaciğer, x200).
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hangi bir değerlendirme yapılamamıştır. Daha fazla örneğin 
kullanılarak fötuslar ile birlikte annelerin de örnekleneceği 
çalışmalar planlanmalıdır.

Öneri

Sonuç olarak Konya’da daha önce varlığı bildirilmiş olan BDV 
enfeksiyonunun devam ettiği ve bu nedenle enfeksiyon ile 
mücadele edilmesi gerekliliği ifade edilebilir.
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