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KLiNiK OLARAK SAGLIKLI SIGIR SURULERINDE PERSISTE BOVINE VIiRAL
DIARRHEA VIRUS ENFEKSIYONLARININ ARASTIRILMASI VE
EPIZOOTIiYOLOJiK ONEMI*

Atilla Simsek? Feridun Oztiirk’

Investigation of Persistent Bovine Viral Diarrhea Virus Infection in Clinically
Healthy Cattle Herds and Its Epizootiologic Importance

Summary: A total of 142 clinically healthy cattle in five herds were examined serologically and for persistent infection
with Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in Konya. Leucocyte and blood sera samples were obtained from the ani-
mals. BVDV antigens were determined in total of two animals in two herds after examination by immunoflouresans
test (IFT) of the 142 leucocyte samples. Second leucocyte samples were obtained from 2 cattle two months after the
initial sampling and BVDV antigens were not detected. The 142 first blood sera samples were tested against BVDV by
sera neutralisation (SN) test. Antibodies to BVDV were detected in 113 (%79. 5) of 142 samples. Although viremic
cattle and high seropositivity were found in two herds, persistent infected (Pl) cattle couldn't be detected in this study.

Key words: Bovine Viral Diarrhea virus, Cattle,Persistent infection, Serology.

Ozet: Klinik olarak saglkl sigirlardan olugan 5 strudeki 6-24 aylik, toplam 142 adet hayvan persiste Bovine Viral Di-
arrhea Virus (BVDV) enfeksiyonu ve BVDV antikorlarn yéninden incelendi. Hayvanlarin timinden hem l6kosit hem de
kan serumu ornekleri alindi. 142 adet I6kosit numunesinin immunofloresan testi (IFT) ile incelenmesi sonucu 2 suride
yer alan 2 adet sigirda BVDV antijenleri tespit edildi. lik érneklemeden 2 ay sonra bu iki sigirdan alinan ikinci lékosit ér-
neklerinde BVDV antijenlerine rastlanmadi. 142 adet kan serumu érnedi BVDV antikorlan yéninden serum not-
ralizasyon (SN) testine tabi tutuldu. ilk érneklemede 142 numuneden 113 tanesi (%79. 5) BVDV antikorlar yéniinden
pozitit bulundu. . Aragtirmada iki surtide viremik hayvanlar saptanmig ve seropozitifik orani oldukga ylksek bulunmus
olmasina ragmen persiste enfekte (Pl) hayvan tespit edilememistir.

Anahtar Relimeler: Bovine viral diarrhea virus, Sigir, Persiste enfeksiyon, Seroloji.

Girig ark.,, 1984) sonucunda sigir fétusunun BVDV'una
kars) gebeligin yaklagik 90-120. gininde im-
munolojik olarak yanit verebilir hale geldigi sap-
tantnistir. Bu sureden 6nce fétal hucrelerle karsi
karsiya gelen virus, herhangibir immunolojik ce-
vapla karsilagsmadigi igin rahatlikla ¢ogalmakta ve
ileride fétus immun yanit verebilme yetenegine
ulassa bile organlarina yerlesen bu etkeni yabanci
bir materyal olarak taniyamamaktadir. Neticede bu
hayvanlar EVDV'una kargi immuntolerant persiste
viremik ve klinik ydnden normal ya da zayif olarak
dogmakta, bunyelerine yerlesen virusu sekret ve
ekstrektleriyle etrafa sagmaktadirlar (Finci, 1972;
Braun ve ark., 1973; Coria ve McClurkin, 1978;
Barlow ve ark., 1986; Edwards ve ark., 1987; Pe-

Gebe ineklerin BVDV ile enfekte olmalarindan
sonra meydana gelebilecek sonug; inegin immun
durumu, fétusun yasi, enfekte eden virusun bi-
yotipine bagh olarak degisiklik gostermektedir (Un-
derdahl ve ark., 1957; Braun ve ark., 1973; Brown-
lie ve ark., 1980; Oirschot, 1983; Liess, 1985;
Baker, 1987). Persiste enfeksiyonun ge-
lismesindeki en buylk sebep BVDV'unun si-
topatojenik olmayan (ncp) tipi ile fétusun intrauterin
enfeksiyonudur. Bu biyotip plasentayi gegebilmekte
ve her yastaki fotusu enfekte edebilmektedir (Ca-
saro ve ark., 1971; Moennig ve ark., 1990).

Yapilan ¢esitli arastirmalar (Casaro ve ark.,
1971; Braun ve ark., 1973; Done, 1980; Liess ve

ters ve ark., 1987; Rae ve ark., 1987; Bak ve ark.,
1992).
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Persiste enfekte (Pl) hayvanlann, bd-
yumelerinde gerileme ve neonatal 6lim oran-
lannda bir arig gézlenmesine ragmen, normal go-
randmld olup seksiel olgunluga kadar uzun sire
farkediimeden  yasayabilmeleri, BVDV  en-
feksiyonlarinin  epidemiyolojisinde anahtar role
sahip olduklanim ortaya koymaktadir (McClurkin ve
ark., 1979; Oiban ve ark.,, 1983; Alenius ve ark.,
1986; Barlow ve ark., 1986; Bezek ve Mechor,
1992). Sekstel olgunluga ulagip giftiesen hay-
vanlardan dogan yavrular bayak ihtimalle klinik ola-
rak saglikli géranmelerine ragmen persiste enfekte
olarak dogmaktadirlar (Binkhorst ve ark., 1983;
Straver ve ark., 1983). Bu hayvanlarn da cift-
lesmeleri sonucu nesiller boyu sirecek maternal vi-
remik aileler olusabilmekte ve sard iginde virusun
endemik olarak muhafazasi igin temel me-
kanizmalardan biri saglanmig olmaktadir (McClur-
kin ve ark., 1979; Straver ve ark., 1983; Radoslits
ve Littlejohns, 1988).

Tarkiye'deki persiste BVDV enfeksiyonlannin
arastinimas, ile ilgili Alkan (1989), Gelfert (1991) ve
Ozkul (1992) yaptiklani arastimmalarda ¢ok az sa-
yida hayvanin persiste enfeksiyona sahip ola-
bilecegini bildirmiglerdir. Fakat arastincilann (Alkan,
1989; Gelfert, 1991; Ozkul, 1992) persiste en-
feksiyondan saphelendikleri hayvanlardan ikinci 6r-
neklemeyi yapamamalari, hayvanlann Pl olup ol-
madiklarimin  kesin olarak kanitlanamamasina
neden olmustur. Farkh dlkelere ait sardlerde ¢egitli
arasgtincilar (Bolin ve ark., 1985; Alenius ve ark.,
1986; Howard ve ark., 1986; Peters ve ark., 1987;
Shimizu ve Satou, 1987; Howard ve ark., 1990;
Meyling ve ark., 1990) tarafindan yapilan ta-
ramalarda Pl sigifann insidensinin dasak oldugu
tespit edilmigtir.

Cesitli ruminantlarla kontakt (Carlson, 1991;
Depner ve ark., 1991) Pl sigirlar (Casaro ve ark.,
1971, McClurkin ve ark., 1979;Harkness, 1986), vi-
rusla kontamine sperma (Kahrs ve ark., 1980; Bar-
low ve ark., 1986; Revell ve ark., 1988; Afshar ve
Eaglesomse, 1990; McGowan ve ark., 1993), emb-
riyo transferi (Afshar ve Eaglesome, 1990; Howard
ve ark., 1990), virusla enfekte malzemeler (Hark-
ness, 1986; Gunn, 1993), gesitli sinek tarleri (Tarry
ve ark., 1991; Gunn, 1993) vasitasiyla bulagmanin
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meydana gelebilmesi ve gebe hayvanlarda modifiye
canli agdarin kullanilmasi (Orban ve ark. 1983;
Liess ve ark., 1984) gibi birgok sebepten dolayi
BVDV‘'undan tamamen anndiriimig bir stryd uzun
stire enfeksiyondan korumak olduk¢ga zor ol
maktadir.

Enfeksiyonun en iyi kontrold, Pl hayvanlann
identifikasyonu ve suruden eradike edilmesi, bu-
nunla beraber transplasental enfeksiyonlann o6n-
lenmesi ile saglanabilir (Baker, 1987 ).

Bazi arastincilara (Harkness, 1986, Morvan ve
ark., 1991, Bezek ve Mechor, 1992) gore vicut sek-
resyon ve ekskresyonlar: ile buydk miktarda virusu
devamli olarak etrafa sagan ve enfeksiyonu yeni
meydana gelen generasyonlara aktaran Pl hay-
vanlar, BVDV enfeksiyonlarinin yayimasinda ve
sard iginde enfeksiyonun devaminda en 6nemli rold
astlenmektedir, Bu durum kargistnda BVDV en-
feksiyonlannmin konrol ve eradikasyonunda ilk adim,
Pl bhayvanlarin saptanmasi ve sardaden ¢i-
kanimasidir,

Bu aragtirmada, hayatlari boyunca BVDV'unu
taglyan ve etrafa sagan. bulunduklan sari iginde
devamh bir enfeksiyon kaynagi olarak gorev yapan,
hatta ¢iftlesme vasina ulagabilen ve enfeksiyonu
yavrulanina tasiyabilen aynca Mucosal Disease
(MD)'e maruz kalma oram ydksek olan Pl hay-
vanlann prevalansinin, virus izolasyonu ve serolojik
testlerin destegiyle sura igindeki rollerinin ortaya ko-
nulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Virus:Direkt immunofloresan testi {IFT) ve
serum notralizasyon (SN) testlerinde sitopatojenik
(cp) BVDV'unun referens NADL susu kullanildi. Vi-
rusun titrasyonu Frey ve Liess (1971)'in bildirdikler
yonteme gore yapildi

Hacre Kaltara: Virus izolasyonu, {F ve SN test-
lerinde; kullamimadan 6nce BVDV kontaminasyonu
yonunden direkt |FT ile kontrol edilerek negatif ol-
dugu tespit edilen fotal dana bobrek (FDB) hucre
kaltard kullanild.

Konjugat: Aragtirmada direkt IFT'nde kullanilan



Klinik Olarak Saghkh Sigar Siiriiterinde Persiste Bovine Viral Dinrrhea Viros. ..

BVDV konjugati, A. U. Veteriner Fakultesi Viroloji
Anabilim Dali'ndan temin edildi.

Virus lzolasyon Materyalleri: Virus izolasyonu
amaciyla arastirmada kullanilan beg suraye ait kli-
nik olarak saglikh toplam 142 adet sigirin Iokosit or-
nekleri, FDB hucre kaltarande yapilan bir kér pasaiji
takiben IFT ile BVDV antijeni yoninden kontrol
edildi. Test sonucunda pozitif oldugu ontaya ¢ikan
sigirlardan yaklasik 2 ay sonra ikinci kez alinan 16-
kosit 6rnekleri BVDV antijeni yonunden tekrar IFT
ile kontrol edildi. Bu amagla EDTA'll tiplere alinan
kan 2000 devirde 10 dakika sureyle santrifuj edildi.
Santrifdj sonunda olusan I6kosit tabakasi pastor pi-
petiile toplanarak 5 ml. hacminde Phosphat Buffer
Solution (PBS) ile yikandi. Yikamay: takiben 16-
kositler 3 ml. PBS iginde sulandinidiktan sonra ste-
rilite kontrold yapildi. % 10 dimethyl sulphoxide
(DMSO) ilave edilen numuneler kullanilana kadar
derin dondurucuda sakland..

Virus izolasyonu amaciyla hazirlanan Iokosit
orneklen, daha 6nce BVDV yénunden kontrol edi-
lerek negatif oldugu saptanan FDB hicre kal-
tarande bir kez pasajlandi. Bu amagla hacre kul-
tura tdplerine %5 fotal dana serum (FDS)
kapsayan Eagle's MEM (EMEM) ve Hank's Lak-
talbumin (HLA) vasati icinde 1x105/ml. olacak se-
kilde sulandinlmig FDB hucresinden 2 ml konularak
37 °C de 24 saat bekletildi. Bu sire sonunda hicre
yuzeyleri 37 °C de isitilmig PBS ile yikandiktan
sonra her numuneden 0.2 ml hacimde olmak
Uzere, birer adet tupe inokule edilip, Uzerine
EMEM+HLA vasal eklendikien sonra 24 saat si-
reyle inkubasyona birakildi. Inkubasyonu takiben
icerikleri dokulen tapler PBS ile yikandiktan sonra
tekrar 2 ml. hacimde idame vasati ilave edilerek 5-
7 gun sureyle 37 °C de tekrar inkubasyona bi-
rakildi. Daha sonra hicreler dondurulup ¢ozulerek
3000 devirde santrifuj edildi. Ustte kalan sivi,
BVDV antijenlerinin tespiti amaciyla IFT'ne tabi tu-
tuldu.

Direkt Immunofloresan Testi:Bu amagla Oiban
ve ark. (1983)'nin bildirdikleri yonternden yararlanildi.

Tabanina lamel yerlestiriimis alti gozla pleytlere
EMEM-+HLA vasati ve %5 FDS igeren 1x10%/ml. ola-
cak sekilde hazirlanan BVDV yéninden negatif
FDB hicre suspansiyonundan 2 ml. kondu. 37 °C
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de 24 saat suren inkubasyonu takiben I6kositlerin
pasajindan saglanan sivilardan 0. 2 ml. miktarinda
inokule edildi. 72 saat inkubasyondan sonra 0. | M
NaCl+Tween 20 ile yikanan hucreler aseton ile 10
dak. fikzasyona birakildi. Tdresi oraninda su-
landirilan konjugat 0. 2ml oraninda lamellerin Gze-
rine damlatildi ve 37 “C lik nemli ortamda 1 saat su-
reyle inkube edildi. Yikanan lameller %20 gliserin
yardimiyla lamlara kapatilarak floresan mikroskopta
incelendi. Test, hucre kontrol ve virus kontrolleri ile
birlikte yaratalda.

Serum Mikrondtralizasyon Testi: Frey ve Liess
(1971 Yin bildirdikleri yonteme gére yapildi. Kontrol
edilecek serumlar 1:5 oraninda sulandirilaiak teste
tabi tutuldu. Mikronotralizasyon testi sonunda pozitif
bulunan serum o6rneklerindeki antikor titreleri, yine
mikrondtralizasyon yontemi ile tespit edildi.

Bulgular

Virusun Titresi:Arastinmada kullantkan BVDV'unun
NADL susunun FDB hicre kualtarinde mikrotitrasyon
testi sonunda titresi DKIDgo=10%-5/0.1ml. olarak tespit
edildi.

Konjugat Titresi: FDB hucre kaltarinde ve
1000 DKIDgg/0. 1ml oraninda sulandiriimig NADL
susu ile yapilan IFT sonucunda konjugat titresi 1:30
olarak saptand.

Direkt Immunofloresan Testi Sonuglari: Birinci
omeklemede |FT’'ne tabi tutulan 142 adet hay-
vandan; bir tanesi lll. sdraye, digeri IV. sdriye ait
toplam iki hayvanda BVDV antijeni tespit edildi
(Resim 1, 2). BVDV antijeni yoninden pozitif bu-
lunan 2 hayvanin akut bir enfeksiyon mu gegirdikleri
yoksa persiste bir enfeksiyona mi sahip olduklarini
ayirt etmek maksadiyla ilk 6rneklemeden yaklasik 2
ay sonra alinan tokosit numunelerinin ikinci kez
IFT ne tabi tutulmalari sonucu her iki hayvanda da
BVDV antijeni tespit edilemedi (Tablo 1). lkinci 6r-
neklemede BVDV antijeni tespit edilemeyen bu hay-
vantann birinci érnekleme esnasinda akut subklinik
bir enfeksiyon gegirmekte olduklar dugunuldu.

Ilk 6rnekleme esnasinda IFT ile BVDV antijeni
yoniunden pozitif bulunan 2 hayvana ait izolatin,
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FDB hucre kultirinde 5 kér pasaji neticesinde ncp
karakterde oldugu kanisina varildi.

Sekil 2. lll. surude akut entfekte hayvana ait lokosit nu-
munesi inokule ediimis FDB hucre kiltarinde
immunofloresan.

Mikronétralizasyon Testi Sonuclari: Aras-
tirmada 142 adet sigirdan alinan kan serumunun
113 adedi (%79. 5) 1:5 sulandirmada BVDV an-
tikorlar yéninden pozitif bulundu. 2 ay sonra ikinci
kez alinan kan serumlarinda Ill. sirtye ait hay-
vanda BVDV'na kars1 1:56. 3, IV. suriye ait hay-
vanda ise 1:112 oraninda spesifik antikorlar sap-
tanmigtir.
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Tablo 1. IFT ile BVDV antijeni yéninden kontrol edilen
sigir adedi ve Pl yizdeleri.

Siri Hayvan . Test IIl. Test PI
No Sayisi (%)
[ 28 0 -

I 22 0 -

1] 24 1 0 0
v 38 1 0 0

v 30 0 -

Toplam 142 2 0 0

Tartisma ve Sonug

BVDV ile Pl hayvanlar, 6zellikle homolog vi-
rusa karsi immuntolerant olup, etkeni yasam boyu
tasimalari ve tim vucut salgilaryla etrafa sagmalan
(Braun ve ark., 1973; Bolin ve ark., 1985; Barlow
ve ark., 1986; Edwards ve ark., 1987; Shimizu ve
Satou, 1987; Quist ve ark., 1991; Bak ve ark.,
1992; Bezek ve Mechor, 1992) nedeniyle
BVDV'unun en o6nemli kaynagi olarak rol oy-
namaktadir. Aym zamanda cp BVDV ile su-
perenfeksiyon sonucu meydana gelebilecek olan
MD'e karsi hassas olmalan (Bolin ve ark., 1985;
Liess, 1985; Littlejohns ve Walker, 1985; Brownlie
ve ark., 1987; Horzinek, 1990; Moennig ve ark.,
1990), Pl hayvanlan bu enfeksiyon agisindan da
onemli kilmaktadir.

Ulkemizde Alkan (1989), Gelfert (1991) ve
Ozkul (1992) tarafindan yapilan arastirmalarda bir-
ka¢ hayvanin persiste enfeksiyona sahip ola-
bileceginden supheleniimekle beraber g¢esitli se-
beplerden ikinci kez &rnek alinamamasi, bu
hayvanlarin gergekten persiste enfekte olduklar du-
suncesini ihtimalden 6teye géturememistir.

Bu arastirma, simirl sari ve hayvan sayisina
ragmen Pl hayvanlarin varh@inin ve bu hayvanlarin
suru igerisindeki rollerinin arastirimasina yonelik bir
¢alisma olarak amaglanmigtir. Aragtirma, test edilen
suru ve hayvan adedi az olmakla beraber Konya
Bolgesindeki BVDV enfeksiyonlarinin se-
roepidemiyolojisi hakkinda da bir bilgi vermektedir.

Lokositlerden her zaman virusun tespit edi-
lebildigi Pl'lann aksine, akut enfeksiyonlar takiben
sadece ortalama 4-7. gunlerde I6kositlerden virus
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izole edilebilmekie ayrica akut enfeksiyona sahip
hayvanlar immun cevap verebilme yeteneginde ol-
duklarindan serumlarindaki antikor seviyelerinde 2.
haftadan itibaren baglayan ve 10-12. hafta ci-
varinda maksimuma ulasan bir ydkselme g6z-
lenmektedir (Brownlie ve ark, 1987). Bu nedenle
arastirmada BVDV antijeni yéninden pozitif. se-
rolojik yonden negatif oldugu tespit edilen 2 si-
girdan ilk 6rnekleme tarihinden yaklasik 2 ay sonra
ikinci kez alinan I6kosit ve serum numuneleri tekrar
teste tabi tutulmustur. Test sonucunda bu iki hay-
vanda BVDV antijeni saptanamamis ve kan se-
rumlannda nétralizan antikorlann tespit edilmis ol-
mas! sonucu bu hayvanlarin ilk 6rmekleme tarihinde
akut subklinik bir enfeksiyona sahip oldugu ka-
misina varilmistir. Boylece arastirmada kullanilan
142 hayvan arasinda Pl hayvan tespit edi-
lememigtir.

Arastirmada, sigirlardan elde edilen |6kosit nu-
munelerinin BVDV antijeni yénanden IFT'ne tabi tu-
tulmadan énce FDB hicre kaltarlerinde sadece bir
tek pasajl yapilmistir. Alkan (1989) ncp BVDV izole
ettigi 3 materyalin tdmandn birinci pasajdan sonra
IF testinde pozitif sonu¢ verdigini, Meyling (1984)
BVDV yoénanden pozitif olarak tespit ettigi 462 nu-
muneden 455'inin {% 91) birinci pasajda pozitif ola-
rak belirlendigini, Ozkul (1992) IFT ile antijen tespit
et 12 numuneden 11 tanesinin birinci pasajda,
kalan bir tanesinin ise ikinci pasajda pozitif olarak
saptandigini bildirmiglerdir.

Bes sdrdye ait 142 hayvanin serolojik du-
rumlarinin saptanmasi amaciyla yapilan SN testi
sonuglanna gore ilk 6rneklemede 113 hayvanin (%
79. 5) seropozitif oldugu tespit edilmigtir. Elde edi-
len bu sonuglann Erhan ve ark. {1971)'nin %70'lik,
Bolin ve ark. (1985)'nin % 89'luk, Meyling ve ark.
{1990)inin % 64'ldk, Gelfert (1991)in % 60k,
Ozkul (1992)'un tespit ettigi % 80'lik oranlara ya-
kinlik gosterdigi saptanmistir,

Seropozitiflik oranimin lll no'lu sarade %91. 6,
{V no'lu sarade %97. 3 gibi yaksek oranda olmasi
ve bu sdridlerde akut enfekte hayvanlara rast-
lanmasi 6lam ya da satis nedeniyle saraden ayrilan
hayvanlarin arasinda persiste enfekte hayvan ola-
bilecegi dasancesini akla getirmis olsa da alkemiz
sarllannda enfeksiyonun bulagmasinda bir ¢ok fak-
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t6r rol aldigindan dolay enfeksiyonun kayna@ kesin
olarak tespit edilememistir. Bu arastirmada oldugu
gibi bir gcok arastirmada karsilagilan, test tarihinden
once 6lam, satis gibi gesitli sebeplerden dolay: sa-
ralerden hayvanlann ayrilimasi yine test edilecek
hayvanlarin ikinci émeklemelerinin yapilmasindaki
degisik zorluklar nedeniyle Pl hayvanlari bir an
once tespit etmek amaciyla pratik bir yontem ol-
masa da yeni dogan buzagilardan prekolostral kan
orneklerinin alinmasinin ve I6kositlerinde BVDV an-
tieni tespit edilen buza@ilarin Pl yéndnden sapheli
sayllip saraden hemen ayirt edilmelennin en etkili
yol olacagi dasandalebilir,

Sonu¢ olarak, dlkemizde BVDV en-
feksiyonlarimin énlenmesi amactyla, tam yurt ge-
nelindeki daha badydk hayvan populasyonlannin,
BVDV'unun yayilmasinda primer rol oynadigi sa-
nilan persiste enfeksiyon yonanden sistemik olarak
test edilmeleri ve bu islemde gabukluk saglamak
amaciyla ucuz ve az zaman alan yontemlerin kul-
lamimasi énerilebilir. Persiste enfeksiyona sahip ol-
dugu saptanan sidirlarin izole edilip hemen kesime
gonderilmelen ile, serolojik arastirmalar neticesinde
oldukga yidksek yayilima sahip oldugu saptanan
BVDV enfeksiyonlannin dndne gegilebilecegi da-
stndlmektedir. Aynca, sigir sardleri icinde oldukga
dasak oranda tespit edilebilen Pl hayvanlari, en-
feksiyonun  epizootiyolojisindeki  rollerini  dst-
lenmeden , mamkdn oldugu kadar kuaguk yasta ya-
kalayabilmek igin 6nlemler gelistiriimelidir.
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