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GEBE SIGIRLARDA VE BUNLARIN BUZAGILARINDA PERSISTE BOVINE
VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) ENFEKSIYONUNUN iMMUNFLORESANS
VE IMMUNPEROKSIDAZ TESTLERI ILE ARASTIRILMASI*

Orhan Yapkig@®!  Sibel Yavru !

Investigation of Persistant Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) Infection at the
Pregnant Cows and Their Calves by Immunoflourescence and Immunperoxidase
Tests

Ozet: Arastirmada, 6zel bir igletmede bulunan 62 adet gebe inek dogumdan dnce, dogumlar sirasinda hem inek hem
de prekolostral buzagilardan ve dogumdan sonra ortalama 3 ay iginde buza@lardan virus izolasyonu amaciyla
EDTA'li tiplere, serolojik amagla normal tiplere kan 6rnekleri alindi. Lokosit numunelerinden virus izolasyonu ama-
ciyla direkt immunfloresans (DIF) ve direkt immunperoksidaz (DPLA) testleri kullanildi. BVDV'una karg! olugsan an-
tikorlarin tespit edilmesi amaciyla serum nétralizasyon (SN) testi kullanildi. Gebe ineklerin ve buzagilarin timi birinci
ve ikinci dmeklemelerde BVDV antijenleri ydniinden negatif olarak tespit edildi. BVDV'una kargi olugan antikorlari tes-
pit etmek i¢in uygulanar SN testi sonucunda gebe ineklerin tGmu birinci ve ikinci drnaklemelerde pozitif bulunurken,
prekolostral buzagilardan 7 adedi pozitif , 55 adedi negatif, buzagilarin dogumdan sonra ortalama 3 ay iginde ger-
ceklestirilen ikinci dreklemesinde ise timi pozitif olarak tespit edildi. Dogumdan dnce érneklenen gebe annelerin
SNg titreleri 1/7,5 - 1/160 arasinda, dogum sirasinda &rnekienen annelerin SNgg titreleri 1/7,5 - 1/160 arasinda tespit
edildi. Dogumu takiben émeklenen ve seropozitif bulunan 7 adet prekolostral buzaginin SNgq titreleri 1/20 - 1/120 ara-
sinda, dojumdan sonra ilk 3 ay i¢inde érneklenen buzagilanin SNgg titreleri 1/5 - 1/160 arasinda tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: BVDV, pregnant cattle, persistent infection, calves, DIF, DPLA, SN

Summary: Blood samples which were collected with and without EDTA were taken from 62 prenatal pregnant cows,
from both cows and precolostral calves at the time of birth and, after approximately 3 months, from postnatal calves
which were all present in a private management in this research. Direct immunoflourescence (DIF) and direct im-
munperoxidase (DPLA) tests were used for virus isolation from leucocyte samples, serum neutralisation test was
used to detect antibodies against BVDV. Viral antigen wasn't detected in BVDV from first and second blood samples
obtained both all pregnant cows and all calves. By SN testing which was used to detect antibodies against BVDV,
while all the pregnant cows were found to be positive after both sampling, 7 precolostral calves were positive and 55
precolostral calves were negative all the calves, from which the second sampling was carried out approximately du-
ring 3 months after birth, were detected as positive. SNy titers of the pregnant cows from which sera samples were
collected before birth were noted between 1/7,5 and 1/160<. However, SNg, titers of sera taken from cows just after
giving birth were detected betwaen 1/7,5 and 1/160<, The sera samples obtained from 7 precolostral - seropositive
calves immediately following birth, SN titers were found to be between 1/20 and1/120. The samples taken from cal-
ves within 3 months after birth SNg titers were detected between1/5 and 1/160.

Key Words: BVDV, pregnant cattle, persistent infection, calves, DIF, DPLA, SN

Girig

Bovine Viral Diarrhea Mucosal Disease (BVD-
MD) tim dinyada sigirlar arasinda yaygin bir en-
feksiyondur. Sigir yetigtiriciliginde olusturdugdu eko-
nomik kayiplaria o6nemini ve guncelligini ko-
rumaktadir (Radostits ve Littlejohns 1988).

Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV)'undan et-
kilenen gebe ineklerin fotuslarinda abort (Thur ve

ark. 1997) ve fotal dlimler (Brownlie ve ark.1998)
olugabilecegi gibi fotal bozukluklarda se-

killenebilmektedir. Fétal gelisim bozukluklar ara-
sinda konjenital anomaliler (Casaro ve ark. 1971),
fotal 6lm, mumifikasyon (Weiss ve ark.1994) ve
persiste enfekte (Pl) buzad dojumu ( Bruschke ve
ark.1998) sayilabilir.

Seronegatif gebe anneler gebelikleri boyunca
BVDV'unu transplasental olarak fotuslarina ak-
tarabilmektedir. Anne karninda enfekte olan fotus,
yagina bagh olarak, ya immun sistemi virusa karsi
uyararak antikor olusturabilmekte ya da immun sis-
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temi virusa karg: antikor olusturamadigindan virusu
yabanci olarak tanimamaktadir. Bunun sonucunda
virusla enfekte olarak dogan buzagilar hayatlan bo-
yunca gevreye virus sagmakta ve enfeksiyon kay-
nagi olarak kabul edilmektedirler (Thur ve
ark.1997).

Fétus, gebeligin 120. gininden sonra BVDV'u
tarafindan enfekte edilmis ise immun sistemi yanit
olustlurma yetenegine sahip oldujundan virusa
kars! antikor sekillendirebilmekte ve seropozitif ola-
rak dogmaktadir (Casaro ve ark. 1971).

Seronegatif ineklerin gebeliklerinin erken dé-
nemlerinde BVDV'undan etkilenmeleri sonucunda
persiste enfekte dogan buzagilann BVDV'u ile tek-
rar enfekte olmalanyla éldarict Mukozal Disease
(MD) sekillenebilmektedir (Liebler -Tenorio ve
ark.1997).

Bu aragtirmada, 6zel bir igletmede bulunan
gebe ineklerin BVDV'u ile olabilecek dogal bir en-
feksiyonu sonucu, fotusta geligebilecek fotal lez-
yonlarla birlikte gebe ineklerin dogum o6ncesi ve
dogum aninda, prekolostral buzagilarin ve ko-
lostrum almig buzagilann  virusa kargi antikor var-
Iigi ve virus yonanden aragtinimalannin yaninda uy-
gulanan testlerle persiste enfeksiyonlari belirlemek
ve varsa boyle hayvanlann slriden uzak-
lagtiriimasini tavsiye etmek amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Direkt immunfloresans (DIF) ve serum nét-
ralizasyon (SN) testlerinde BVDV'unun sitopatojen
(cp) NADL susu, Direkt immunoperoxidase (DPLA)
testinde Ise BVDV'unun nonsitopatojenik (ncp; olan
0712 susu kullaniidt.

Aragtirmada Fotal Dana Bobrek (FDB) hiicre
kUltdra kullanilds. FDB hicreleri Ankara Gubuk mez-
bahasinda kesilen gebe ineklerden alinan {6-
tuslardan hazirlandi. DIF, DPLA ve SN testlerinde
kullanilan FDB hucrelerinin BVDV kontaminasyonu
yonunden negatiflikleri kullaniimadan 6nce DPLA
testiyle kontrol edildi.

Aragtirmada DIF ve DPLA testinde kullanilan
BVDV konjugati AU Veteriner Fakiltesi Viroloji Ana-
bilim Dalindan temin edildi.

Virus izolasyonu amaciyla arastirmada 62 adet
gebe inekten, bu ineklerin dogumu sitasmda ko-
lostrum almamis buzagilardan ve annelerinden, son
olarak dogumu takiben ortalama 3 ay iginde bu-
zagilardan olmak Gzere 124 adet hayvandan elde
edilen toplam 248 adet kan &rnegi ethylendiamine
tetraaceticacide (EDTA)'li tiplere alinarak Idkositleri
elde edildi.

Virus izolasyonu amaciyla EDTA'l tuplere ali-
nan kan orneklerine paralel olarak, serum elde
etmek amaciyla normal tiplere kan érnekleri alind.
Normal tiplere alinan kan 6rnekleri 1500-2000 de-
virde 15-20 dk santrifdj edildi. Serumlar elde edildi.
Bu serumlar kullanihncaya kadar -25°C'lik dipfrizde
saklandi. BVDV antikorlari yonunden SN testine tabi
tutulacak olen bu serumlar kullanilmadan énce 56
°C'lik su banyosunda 30 dk inaktivasyon islemine
tabi tutuldu.

BVDV'unun cp biotipi olan NADL sugunun tit-
resi Frey ve Liess (1971) ‘in bildirdigi ydntemle, ncp
biotipi olan 0712 sugunun titresi ise Orban ve ark
(1983) ‘nin bildirdigi yonteme gbre yapilid.

Lokosit elde etmek amaciyla EDTA'!I taplere ali-
nan kan 2000 devirde 10-15dk santrit(j edildi. Sant-
rifGj sUresi sonunda en alt kissimda yer alan erit-
rositler ve en Ust kisimda yer alan plazma
tabakasinin ortasinda beyaz bulutlanma tarzinda
Buffy Coat adi verilen I6kosit tabakasi pastor pi-
petiyle cekildi. 3 kez phosphate buffered saline
(PBS) ile yikandi. Son yikanmay takiben Iokositler 2
mi Earle’'s Lactalbumin (ELA)+Eagle’s Minimal Es-
sential Medium (EMEM) + %10 Dimethylsulphoxide
(DMSOQ) ilavesi ile virus saklama tUplerine aktariidi
ve kullanilincaya kadar -80°C'lik dipfrizde saklandi.

Konjugat titrelerinin hesaplanmasi amagciyla
Hyera ve ark. (1987)"'in bildirdigi yontem kullaniid.
Direkt immuniloresans (DIF) testi, Orban ve ark.
(1983)'min bildirdigi yonteme gére uyguland:, Cell
Culture Staining Chamber (CCSC) sistemi ha-
zirlandi e ultraviyole de 2 saat tutularak son ste-
rilizasyonu gergeklestiriidi. BVDV yoninden ne-
gatifligi DPLA testiyle belirlenmis ve ELA+EMEM +
%5 FDS ile 1x10% hicre/ml olarak sulandirilan
FDB hicrelerinden lameller (zerine 2'ser ml  ko-
nuldu. 48 saat 37°C’lik etivde inkubasyona birakildi.
Daha scnra I6kosit numunelerinin 1. pasaj si-
vilarindan her goéze 0.2 ml inokule edildi. 1 saat ad-
sorbsiyon siresinden sonra huicre ylzeyleri PBS ile
yikanarak tim gozlere 2 ml virus Gretme vasati ilave
edildi. 3. ginun sonunda vasatlar pastor pipeti ile
cekilerek hicre yUzeyleri NaCl + Tween-20 ile yi-
kandiktan sonra hicreler aseton ile 10 dk fik-
zasyona Dpirakildi. Titresi oraninda (1/30) su-
landirimig konjugattan tim gozlere 0.2 ml ilave
edildi. 1 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sii-
resi sonunda pastor pipeti yardimiyla konjugat ce-
kilerek hacre yUzeyleri 3 kez NaCl+Tween-20 ile yi-
kandi. Lizn dzerine damlatilan %20'lik gliserin
damlalan dzerine CCSC sistem larnelleri pens yar-
dimiyla ters cevrilerek kapatldi. Sonuclar im-
munfloresan (IF) mikroskobunda  belirlendi. Ayni
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zamanda hicre kontrol ve virus kontrol igin de
gozler hazirlandi ve incelendi.

Direkt immunperoksidaz (DPLA) testi, Hyera
ve ark. (1987)'nin bildirdigi yonteme gbre yapildi.
Bu amacla 24 gbzlu pleytler kullanildi. BVDV'u yo-
nunden negatifligi kontrol edilmis FDB hicreleri
1x10° hicre/ml olacak sekilde ELA+EMEM + %5
FDS ile sulandirilarak tim gézlere 1 ml miktarinda
taksim edildi ve 37°C'lik etlvde inkubasyona bi-
rakildi. Ertesi glin I6kosit 1. pasaj sivilarindan her
gbze 0.2'ser ml miktarinda inokule edildi. 3 gln
CO,'li etlivde inkubasyona birakildi.

Sure sonunda tum gozlerdeki vasatlar bo-
saltilarak hucre ylzeyleri PBS ile yikandi. Yikama
islemini takiben pleytler ters olarak kurutma kagidi
Uzerine alinarak 80°C'de 1 saat sureyle bekletildi,
Hucrelerin pleyt ylizeyine fikzasyonu saglandi. Fik-
zasyon islemini takiben pleytler sogumaya bi-
rakildi. Konjugat ilavesi yapiimadan once htcre yQ-
zeyleri PBS + Tween 20 ile hafifce islatildi.
Konjugat titresi oraninda ( 1/30) PBS + Tween 20
ile sulandirilarak tim gozlere 0.2 ml olacak sekilde
dagitildi. Daha sonra shaker'a alinarak 1 saat si-
reyle konjugatin hucreye adsorbsiyonu igin bek-
lendi. Bu surenin sonunda konjugat gbdzlerden
uzaklastinidi. Hicre ylzeyleri 3 kez PBS+Tween
20 ile yikandiktan sonra her géze 0.2 ml substrat
llavesi yapildi. Substrat olarak 4 7 ml Na asetat +
0.3 ml Aminoetil Karbazol - Dimetil formarniol + 2
damla H,O, kansimi kullanildi. 20-25 dk sonra
doku kaitard mikroskobunda pozitif olarak kabul
edilen kahverengimsi-kirmizi boyanmalarin olup ol-
madig kontrol edildi.

Serum nétralizasyon (SN) testi, Frey ve Liess
(1971)'in  bildirdikleri yonteme gbére yapildi.
5.glnde hicrelerde meydana gelen sitopatolojik
degisiklikler doku kulttrd mikroskobunda  in-
celenerek sonuglar degerlendirildi.

Mikronétralizasyon testinde, pozitif olarak
tespit edilen serumlar Serum Notralizasyonsy
(SNso) testine tabi tulularak sonuglar Kaerber
(1964) metoduna gore hesaplandi.

Bulgular

BVD-MD virusunun cp NADL susunun FDB
hicre klltdrlerine inokulasyonu sonucu 1. glnde
ve 3.gunin sonunda hiicrelerde tipik CPE olus-
turdugu gdzlendi.

BVD-MD virusunun ncp susu olan 0712 de
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FDB hcre kdltirtne inokule edildi. 5 gunlOk bir in-
kubasyon s(resi sonucu virus elde edildi.

BVDV'unun NADL susunun FDB hicre kil-
tirinde mikrotitrasyon yontemiyle yapilan tit-
rasyonunda enfeksiydzite gucl Doku Kaltard En-
feksiydz Doz 50 (DKIDsg) =  10-7,5/0,1 ml olarak
hesaplandi. 0712 susunun enfeksiyozite glci DIF
testi ile DKIDsp= 10-4,5/0,1 ml olarak tespit edildi.

Flourescein Isothiocyanate (FITC) konjugatin
titresi 1000 DKIDso/0,1 ml oraninda sulandiriimis
0712 susu ile yapilan DIF testi sonucunda 1/30 ola-
rak tespit edildi. Peroksidaz konjugatin titresi 1000
DKIDgg /0,1 ml oraninda sulandiriimig 0712 susu ile
yapilan DPLA testi sonucunda 1/30 olarak tespit
edildi.

Orban ve ark. (1983)'nin, bildirdigi metoda gére
CCSC sisteminde gergeklestirilen DIF testinde virus
kontrol pozitif ve hlcre kontrol negatif olmasina
rajmen, islenen toplam 248 adet I6kosit nu-
munelerinde viral antijen yonlinden pozitif sonug
elde edilemedi.

Hyera ve ark. (1987), bildirdigi yonteme gore
yapilan DPLA testinde toplam 248 adet l6kosit nu-
munesinin FDB hlcre kulturlerinde yapilan pasajlari
sonucu elde edilen 1. pasaj sivilan 24 gozlU pleyt-
lerde BVDV antijenleri ydninden kontrol edildi.
Virus kontrolin pozitif ve hiicre kontrolin de negatif
olmasina kargin, incelenen I6kosit numunelerinde
viral antijen ydnunden pozitif bir sonug elde edi-
lemedi.

Gebe hayvanlardan alinan serum nu-
munelerinin hepsi nétralizasyon testi ile BVDV'una
karsi olugan antikorlar yoniinden pozitif olarak tespit
edildi. Dogumu takiben prekolostral buzagilardan
alinan kan serumlarindan 7 tanesi pozitif, 55 tanesi
negatif olarak belirlendi. Dogumdan sonra ortalama
3 ay icinde drneklenen buzag@ilann kan serumlarinin
hepsi pozitit olarak tespit edildi (Tablo 1).

Pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin se-
rumlan SNg, testine tabi tutuldu. Calismada pozitif
serumlarin SNs; degerlerinin dogumdan énce 6r-
neklenen gebe hayvanlarda 1/7,5 - 1/160 arasinda,
dogum sirasinda tekrar érneklenen annelerde 1/7,5
- 1/160 arasinda, doJum sirasinda kolostrum al-
madan 6rneklenen buzagilardan pozitif olarak tespit
edilen 7 tanesinin de 1/20 - 1/120 arasinda, do-
gumdan sonra ortalama 3 ay icinde 6rneklenen ayni
buzagilarde ise 1/5 - 1/60 arasinda oldugu tespit
edildi. Elde edilen sonuglar tablo 1 ve grafik 1-2'de
gosterilmistir.
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Tablol Orneldenen gebe hayvanlsrm ve buzagnlanmn serum notralizasyon testi sonucu tespit edilen SN50 degerleri
lari.

_UM DOGUM SONRASI YAVRU
HAYVAN  ANNE ANNE YAVRU Omekleme SN 50
Q SN 50 Degeri § 50 Dederi SN 50 Degeri Zamani (Ay) Dedgeri
1/160< 0 1 1/80
2 1/160< 1!160: 1] 15 1120
3 1/20 1/40 0 1 1/40
4 1/160< 1/120 0 1 1/60
5 1/10 1/60 1/20 25 1/60
6 1/160< 1160 0 15 1120
7 11160 1/120 0 1 1/7.6
8 1/20 175 0 1.5 1/5
9 1715 1/160 1/40 3 1120
10 1/160< 1/160< 0 1 1/80
1 1/160< 1/160< 0 3 1/160
12 1/160 1/120 0 2 1120
13 1/160< 1/20 0 1 1/15
14 1/160< 1/30 0 1 118
15 1/160< 1/160< 0 3 1/160
16 17160 1/160< 0 3 17160
17 1/40 1/60 0 1.5 1/40
18 1/20 1/20 0 1.5 115
19 1/30 1/30 0 2 /30
20 1/60 1/60 0 2 1/60
21 1/80 1/160< 0 25 1/160
22 1720 1/60 0 1 1120
23 17120 1/160 0 2 17120
24 1/60 1/60 0 1.5 1/40
25 1710 1/160 1/80 2 11120
26 1/160 1/80 0 1.5 1/80
27 1160 1/60 0 1 140
28 17160 11120 0 1 1/80
29 1160 1/160< 0 25 1160
30 1/160< 1/160< 0 2 17120
31 120 1/20 0 1 110
32 1160 1/60 0 1.5 1/60
33 1/7.5 1/60 0 15 1/60
34 1/40 1/120 0 2 1120
35 1/40 1/60 0 1 1/40
36 1/20 175 0 1 15
a7 1710 1/160 0 1 1/80
38 1/20 1/160 0 3 1/160
39 1720 1/60 0 1.5 1/20
40 1/40 1120 0 1 1120
41 1/160< 1/160 0 25 1/160
42 1160 1/20 0 1 1/20
43 110 1/15 0 1.5 118
44 1/40 1/60 0 2 1/60
45 1/160< 1/160< 0 3 1/160
46 1/160< 1/40 0 1 1/40
47 1/40 1120 0 1 1/60
48 1/20 1/60 1/40 1 1/40
49 1/7.5 1/20 0 1 1/15
50 110 1/160 0 2 1120
51 110 1/10 0 1 1/10
52 175 175 0 1.5 1175
53 110 1160 1120 3 1160
54 1710 1/160 0 2 1/120
55 1/10 1/60 1/20 1.5 1/40
56 110 17160 1/80 2 1/120
57 1/80 1/30 0 1 1720
58 1/160< 1/80 0 1 1/40
59 1/160< 1/7.5 0 2 175
60 1/160< 1160 0 3 1/160
61 1/160< 1/30 0 1 110
62 1/160< 1/40 0 1 1/20
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Tartigma ve Sonug

BVD enfeksiyonlan tum didnyada yaygindir ve
sigir yetistiriciliginde onemli ekonomik kayiplara
sebep olmaktadir. Enfeksiyon; depresyon, ates,
hafif diyare, gegici leukopeni ile karakterizedir (Ra-
dostits ve Littlejohns 1988).

BVDV'unun ncp biyotipi ile gebeligin gesitli
donemlerinde enfekte olan seronegatif gebe si-
girlarda virus f6tusu gebeligin dénemine bagh ola-
rak cesitli sekillerde etkileyebilmektedir. Olusan
fotal lezyonlar; konjenital anomaliler, abort, mu-
mifikasyon, beyin ve goz lezyonlar ve persiste en-
fekte buzadi dogumu olarak ifade edilmektedir
(Casaro ve ark.1971, Brownlie ve ark. 1998,
Bruschke ve ark.1998, , Kahrs ve ark. 1980, Liess
1990)

BVDV'unun ncp biyotipi ile gebeligin 120. gi-
ninden dnce yani fétus henlz antijeni taniyacak
duzeyde yeterli immun yanit olusturma yetenegine
sahip degilken enfekte olan hayvanlar, persiste en-
fekte buzafilar dinyaya getirmekte ve bu hay-
vanlar 6mar boyu virus kaynag: olarak suruler igin
enfeksiyon riski olusturmaktadirlar. (Thur ve ark.
1997).

Ozkul (1992), gebe sigirlarda ve bunlarin bu-
zagilarinda BVDV'unun transplasental enfeksiyonu
sonucu olugan etkileri hakkinda yapmis oldugu ca-
higmasinda, BVDV'unun transplasental aktarimini
ve fotusun gesitli organlarina (bdbrek, dalak, ak-
ciger) yerlesen virus antijenlerini tespit ederek,
BVDV enfeksiyonunun anneden f6tusa bulagtigini
rapor etmistir,

Aragtirmada 6zel bir sit sigin igletmesinde bu-
lunan cesitli gebelik dénemlerindeki, 62 adet si-
girdan virus izolasyonu amaciyla EDTA'l tuplere,
antikor tesplti i¢in normal tiplere kan érnekleri alin-
di. Gebelik sureleri boyunca igletme veterinerleri
ile iletisim saglanarak hayvanlann klinik durumiari
ve abort olup olmadigi konusunda bilgi alindi. Ayni
hayvanlarin dogjumlan sirasinda hem anne hem de
prekolostral buzagilardan virus izolasyonu ve an-
tikor tespiti igin de kan 6rnekleri alindi. Konjenital
anomalili ya da normalden zayif buzadilann olup
olmadign kontrol edildi. Annelerden, birinci Or-
nekleme sirasinda virus ya da antikor negatif bir
hayvan varsa bu durumun dodum anina kadar
devam edip etmedigini tespit etmek amaciyla ikinci
ornekleme yapildi. Prekolostral buza@ilardan ise
eger varsa seronegatif annelerin BVDV'unun ncp
biyotipi ile enfekte olmas: halinde {6tusa olan et-
kileri, fétusun immunolojik durumuna gore olug-
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turacagi antikorlan belirlemek amaci ile numuneler
alindi. Buzadilardan ortalama 3 ay iginde tekrar
hem virolojik hem de serolojik amach kan Or-
neklerinin alinmasinin sebebi ise dogumdan sonra
ortalama 3 ay iginde hayvanlann virus yonanden
tetkiki ve kolostrum almadan 6nce ve aldiktan sonra
antikor titrelerinin tespiti ve karsilastinimasidir.

Cesitli arastincilar (Meyling 1984, Alkan 1989,
Burgu ve Ozkul 1993, Karaoglu 1996) BVDV'unu
arastirmak Gzere DIF ve DPLA testlerini yaygin ola-
rak kullanmiglar ve yaptiklarn galigmalarda her iki
testin de paralel sonuglar verdigini ifade etmiglerdir.
Calismada BVDV'unun FDB hicre kdltrlerindeki
antijen varligim belirlemek amaci ile DIF ve DPLA
testleri kullaniimigtir.

Meyling (1984), calismasinda BVDV'u
izole etmek amaciyla 132 adet l6kosit drneklerini
DIF ve PLA testlerine tabi tutmus ve her iki test ile
kontrol ettigi orneklerden 126 tanesinin pozitif ol-
dugunu bildirmig, DIFT ve PLA'min birbiri ile uyumlu
testler oldugunu ifade etmigtir.

Alkan (1989), tarafindan yapilan bir ¢aligmada
6'si kor buzagilara, 4'0 kdr buzagilarin annelerine
ait lokosit Orneklerinde olmak Gzere 10 adet cp
BVDV, biri kor bir buzagiya, diger ikisi ise abort yap-
mis ve kor buzadi dogurmus annelere ait 16kosit 6r-
neklerinden olmak Gzere 3 adet ncp BVDV izole et-
mistir. Alkan (1989), ¢aligmasi dahilinde ornekledigi
ve BVDV antijeni ydnunden negatif olarak tespit et-
tigi 15 ve 28 nolu annelerin antikor titresini sirasiyla
1/5 ve 1/160 olarak tespit etmigtir. Her iki anneye ait
buzag BVDV antijeni ydninden pozitif olarak tespit
edilmigtir. Annelerin gebeligin erken donemlerinde
yani fotus henlz immunolojik yanmit verme ye-
teneginde degilken virusla enfekte olduklar arag-
tinci tarafindan ifade edilmigtir.

Ozkul (1992), 50 adet gebe inek ve fo-
tuslarinda yapti§i ¢aligmasinda sadece 1 anneye
ait I6kosit numunesini BVDV antijeni yoninden po-
zitif olarak degerlendirmigtir. Arastinci (1992), bu
annenin 6meklenmesi sirasinda akut-gegici veya
persiste bir vireminin varligini gosterebilecegini
ifade etmis, drneklenen hayvanlarin kisa sirede ke-
siimeleri nedeniyle Ikinci kez o6mekleme vya-
pilamamasi bu durumun akut veya persiste bir en-
feksiyonun sonucu olup olmadiginin
belirlenememesine neden oldugunu bildirmigtir.

Simsek (1994), BVDV'u ile persiste en-
feksiyonu arastirmak (zere test ettigi 142 adet sag-
likli hayvandan elde ettigi Iokosit numunelerini DIFT
ile kontrol ederek 2 adet akut enfeksiyon be-
liledigini bildirmigtir.
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Karaoglu (1998), sindirim veya solunum sis-
temi enfeksiyonu semptomlari gosteren 183 adet
sigira ait gaita, 16kosit ve serum numunelerinin
hicre kultdrl pasajlart sonucunda elde edilen 1.
pasaj sivilanim DPLA testine tabi tutmus ve 3 adet
Iokosit numunesinden BVDV antijenini tespit et-
tigini bildirmigtir. Ayni aragtinci bu 3 numunenin 1.
pasaj sivilanni DIF testine tabi tutarak ayni so-
nuglan elde ettigini ifade etmigtir. Karaoglu (1996),
ayni ¢alisma iginde daha 6nceden Alkan (1989)
tarafindan DIF testi ile antijen pozitif olarak tespit
edilen 5 izolata ve Burgu ve Ozkul (1993) ta-
rafindan yine DIF testi ile antijen pozitif olarak tes-
pit edilen 12 izolata DPLA testi uygulayarak aymi
sonuclar elde ettigini ifade etmistir.

Caligmada BVDV'u tespit etmek amaciyla ge-
beligin ¢esitli dénemlerindeki 62 adet inekten, ayni
hayvanlarin dogumlan sirasinda hem anne hem de
prekolostral buzagilardan ve dogumdan sonra or-
talama 3 ay iginde ayni buzagilardan tekrar alinan
toplam 248 adet Idkosit numunesinin FDB hiicre
kultirinde  gerceklestirilen  1.pasaj sivilannin
DIFT'ne tabi tutulmalan sonucu BVDV antijen var-
g belirenememigtir. Aymi numuneler DPLA tes-
tine tabi tutularak DIFT'ne paralel sonuglar elde
edilmistir. Hem DIFT hem de DPLA testinin uy-
gulanmasi sirasinda virus kontrol olarak ayrlan
gbzlerde pozitif sonuglar elde edilmig, hicre kont-
rol olarak aynlan gbzlerde herhangi bir degisiklik
gézlenmemigtir. Elde edilen bulgular yukanda bil-
dirildigi gibi her iki testinde birbiri ile paralel sonug
verdigini gostermektedir.

SN testi, BVDV'una karsi olusan antikorlar
belilemek amaciyla birgok arastirici tarafindan
yaygin olarak kullaniimaktadir. Alkan (1989) ta-
rafindan yapilan caligmada pozitif bulunan se-
rumlarin buyuk bir kismi 1/40 ve daha yuksek
oranlarda notralizan aktivite gostermigtir. Gelferd
(1991) tarafindan Dogu ve Gulneydogu Anadolu
bdlgesinde yapilan bir ¢aligmada, BVDV ydninden
seropozitif olan hayvanlann (1/40 ve Gzeri antikor
iceren) ortalamasi %74 olarak belirlenmigtir. Ozkul
(1992), yaptig1 ¢alismada seropozitif olarak be-
lirledigi 40 adet hayvandan 35 tanesinde nét-
ralizan antikor titresini 1/30 ve daha yuksek olarak
belirledigini ifade etmigtir. Simsek (1994), se-
ropozitif olarak belirledigi 113 hayvanin 73 ade-
dindeki nétralizan antikor titresini 1/39,8 ve
daha yUksek oranlarda oldujunu tespit etmistir.
Karaoglu (1996), Ceyhan ve Acipayam'daki kapali
isletmelerde 6rneklenen sigirlarin tamamini (%100)
seropozitif olarak belirlerken, Akyurt'taki 6zel is-
letmeden 6rnekledigi hayvanlann %89,5'ini, Cubuk
mezbahasinda 6rneklenen sifirlann ise %92,5'ini
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seropozitif olarak belirledigini ifade etmistir.

Bu caligsmada BVDV'una karg! olusan an-
tikorlar belilemek amaciyla SN testi kullanilmigtir.
Calismada, omeklenen suriideki gebe annelerin
hepsinin BVDV yoénlinden SN testi ile antikor ta-
ramalan sonucu seropozitif oldugu belirlenmigtir.
Kisaca belitmek gerekirse; 62 adet gebe anneden
%100 oraninda seropozitiflik tespit edilirken, do-
gumdan 6énce 6rneklenen gebe ineklerin SNs; testi
sonucunda antikor titrelerinin 1/7,5 - 1/160 arasinda
dedgistigi ve 35'inin 1/40 ve Uzerinde antikor titresi
gosterdigi tespit edilmigtir (Sekil 1). Calismada an-
nelerde tespit edilen antikor titreleri TUrkiye'de daha
once BVDV'u (izerine yapilan galigmalarda elde edi-
len sonugclarla paralellik gbstermektedir

Calismada dogumu takiben hemen 6rnekienen
prekolostral buzagilardan blyudk bir kismi (55 adedi)
seronegatif olarak belirlenmigtir. Prekolostral bu-
zagilardan seropozitif olan 7 adedinin antikor tit-
releri 1/20-1/120 arasinda tespit edilmistir (Tablo 1).
Casaro ve ark (1971), gebeligin ¢esitli do-
nemlerinde bulunan 26 sigirla yaptiklan bir ca-
ligmada gebelidin 168. giinlnden daha sonraki do-
nemlerde bulunan 5 adet fotusu intraperitoneal ya
da intramuskuler yolla direkt olarak BVDV'u ile en-
fekte ettiklerini ve fotuslardan 1 tanesinde antikor
gelismezken 4 tanesinde tespit edilen antikor tit-
relerinin gebeligin 190. glnindeki fotusta 1/3, 210.
gunindeki fotusta 1/1.450, 240. gunundeki fotusta
1/2.048, 280. guniundeki fotusta 1/4.096 oldugunu
belirtmiglerdir.

Classick ve Fernelius (1970), gebeligin son do-
neminde bulunan 4 yagindaki seronegatif bir sigin
BVDV'u ile enfekte etmisler, dogumu takiben pre-
kolostral buzagidan aldiklan serum 6rneginde yuk-
sek titrede ndtralizan antikor tespit ettiklerini bil-
dirmiglerdir.

Kendrick (1971), gebeligin 40-235. glnlerinde
BVDV'u ile enfekte edilen sigirlardan dogan bu-
zadilara ait 17 prekolostral serum numunesinin 12
tanesinde nétralizan antikor belirlemistir. En erken
notralizan antikor olugturma sdresini Kendrick
(1971) 93. gln olarak, Casaro ve ark. (1971) 168.
gun olarak belirlediklerini ifade etmiglerdir.

Orban ve ark (1983), gebeligin 190-265. gln-
leri arasinda bulunan seronegatif 36 adet sigin canl
BVDV agisi ile agiladiktan sonra dogan bu-
zaQilardan kolostrum almadan énce serum ornekleri
alarak 34 tanesinde 1/80 ile 1/216 titre arasinda
noétralizan antikorlar tespit ettiklerini bildirmiglerdir.
Aragtincilar 2 adet buza§ida BVDV'una kars! antikor
tespit edememiglerdir. Ayni arastinicilar seropozitif
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olan 48 adet gebe sigin canli BVDV agisi ile asi-
lamiglar ve buzagilarin 44 tanesinde notralizan an-
tikor belirlenemezken, 4 tanesinde 1/20 - 1/180 tit-
rede nétralizan antikorlar tespit ettiklerini ifade
etmiglerdir

Yukarida bahsedilen BVDV'unun gebe an-
neden fotusuna gegisiyle ilgili galigmalarda (Clas-
sick ve Fernelius 1970, Kendrick 1971, Casaro ve
ark. 1971, Orban ve ark. 1983) gebeligin 120. go-
ninden sonra gelisen fotal immun cevabin sonucu
olarak, sezeryanla alinan ya da normal dogan bu-
za@llardan yapilan prekolostral érneklemelerle {6-
tusun immun yetenegine ve virus miktarina bagh
olarak gesitli oranlarda antikor titreleri tespit edil-
mistir. Orban ve ark.(1983)'nin 48 adet seropozitif
gebe sigirla yaptiklan ¢aligma sonucunda dogan 4
adet seropozitif buza§idan prekolostral 6r-
neklemeyle elde ettikleri antikor titreleri ile (1/20 -
1/180) bu c¢alismada 7 adet seropozitif pre-
kolostral buzagida tespit edilen antikor titreleri (1/
20 - 1/180) uyumlu bulunmustur.

Bu galismada annelerin antikor titrelerinin ol-
dukca yuksek olmasi ve dogumu takiben pre-
kolostral buzagilardan yapilan 6rneklemenin virus
negatif olarak tespit edilmesi annelerin virusla ge-
belikten dnce enfekte olduklanini gbstermektedir.
Gebelik sirasinda virusla ikinci kez karsilagsalar
bile birinci enfeksiyonu takiben gelisen antikorlar
hayvanlan enfeksiyona kargi koruyacak ve ge-
beligin erken déneminde bile olsa virusun fétusa
gecisi engellenecektir. Dogumu takiben an-
nelerinden aldiklari kolostrumla maternal antikorlar
buzagilara aktariimig ve 6émekleme stresi iginde -
ortalama 3 ay - bu antikorlar buzagilan BVDV en-
feksiyonuna kargi korumustur.

Caligmada dogumu takiben 3 ay iginde or-
neklenen buzagilarin hepsinin seropozitif olmasi
kolostrumla aktarilan maternal antikorlara baglidir.
Dogumdan 6nce ve dogum sirasinda antikor tit-
releri yuksek olan annelerin -kolostrumla aktarilan
maternal antikorlara bagl olarak- buzagilarnnin da
antikor ftitreleri yUksek bulunmustur. Palfi ve ark
(1993), yaptiklari bir galigmada, 11 adet persiste
enfekte buzag: ve 1 adet immunkompetans bu-
zaglyl BVDV'u ve BVDV antikorlarn ydniinden aras-

tirmiglardir.  Aragtincilar persiste enfekte  bu-
zagilarin  hepsinde virus tespit ederken
immunkompetans buzagida virus tespit ede-

mediklerini bildirmiglerdir. 20 hafta suren aragtirma
periyodunda immunkompetans buzaginin antikor
titresi 1/1024 olarak belirlenirken 4. haftada 1/512,
8. haftada 1/96, 12. haftada 1/48, 18. haftada ise
1/32 olarak belirlediklerini ayrica maternal an-
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tikorlarin buzagiyr 18 hafta boyunca korudugunu
ifade etmiglerdir. Bu galigmada kolostrum aldiktan
sonra ¢rneklenen buzagilarin antikor titreleri 1/5-1/
160 arasinda tespit edilmistir, Dogum aninda se-
ropozitif bulunan buzagilarin érneklenme zamanlari
Tablo 1'de gosterilmistir.

Yapilan galismada dogumu takiben kolostrum
alan buzagilardan ilk 3 ay iginde belirlenen nét-
ralizan antikor titrelerinde maternal antikorlarin rold
biydktar. Bu anlamda elde edilen sonuglar Palfi ve
ark. (1993)larinin galigmasi ile paralellik gos-
termektedir.

Toplam 248 adet numune BVDV'u tespit etmek
uzere DIF ve DPLA testleri ile kontrol edilmigtir.
Testlerin sonucunda virus izole edilememistir.

Bu calismada, gebe sigifann BVDV'u yo-
ninden virolojik ve serolojik tetkikleri ile gebelik do-
nemine bagh olarak enfeksiyonun fétusa aktanimasi
ve fotusun yasina bagll olarak godsterdigi tepkilerin
ve olusan anormalliklerin saptanmasi, dogumu ta-
kiben prekolostral érneklemelerle buzagilarin ve an-
nelerinin etkilenme yaslarina goére serolojik ve vi-
rolojik pozisyonlan incelenerek ilk 3 ay igindeki
durumlan belifenmistir. Yiksek antikor titresine
sahip annelerden dogan seronegatif buzagilarin do-
gumu takiben ilk 3 ay icindeki 6rneklemelerinde tes-
pit edilen antikor titreleri, annelerinden aldiklari ko-
lostrumla gegen maternal antikorlara bagl olarak, 1/
5-1/160 arasinda tespit edilmigtir. Buzagilardan 24’0
dogumu takiben ilk 1 ay, 12'si ilk 1.5 ay, 10'u ilk 2
ay, 3't ilk 2.5 ay ve 6'sida 3. ayda drneklenmistir.
Yiksek antikor titresine sahip annelerin  bu-
zagilanninda antikor titreleri yiksek bulunmustur.
Dogjumdan sonra ilk 3 ay iginde &érneklenen bu-
zagilarda viral antijenlerin belirlenememesi, bu-
zagilarin bu sure zarfinda BVDV'u ile enfekte ol-
salar bile kolostrumla aldiklari maternal antikorlar
tarafindan korunmalarina baglanmistir.

Dogum aninda seropozitif olarak tespit edilen 7
adet buzaf§inin annelerinin dogum oncesi 6r-
neklemelerinde antikor titreleri 1/10-1/20 arasinda
tespit edilmistir. Seropozitif olan buzagilann an-
nelerinin ilk 6rneklemesi gebeligin 6.-6,5. aylarinda
gergeklestiriimigtir. Yedi annenin gebelikleri es-
nasinda gergeklestirilen orneklemelerinde antikor
titreleri digUk seviyede tespit edilmesine ragmen
dogum aninda gerceklestirilen 2. 6rneklemede an-
tikor titreleri oldukga ylksek (1/60-1/160) bu-
lunmustur. Bu sonug; 7 adet buzaginin annelerinin
gebelikten gok daha once BVDV'u ile enfekte ol-
duklarini ve birinci érnekleme anina kadar not-
ralizan antikor seviyelerinin digsmuls olabilecegini,
dogum aninda tekrar érneklenen bu annelerin an-
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tikor seviyelerinin birinci drneklemeye godre yuksek
bulunmasi da bu iki periyot arasinda BVDV'u ile
tekrar enfekte olduklarini ya da annelerin 1. or-
nekleme esnasinda enfeksiyonu heniz ¢ok yeni
gecirdiklerini akla getirebilir, Birinci ornekleme es-
nasinda duguk antikor seviyesine sahip 7 adet an-
nenin reenfeksiyonu ya da akut enfeksiyonu so-
nucu virus plasentayr gecgerek fdtusa ulasmis
olabilir. Gebeliklerinin 6-6,5. aylarinda érmeklenen
bu annelerin buzagilarninin immun sistemi antikor
olusturabildigi igin 7 adet buza@i seropozitif olarak
dogmustur. 7 buzaginin prekolostral 6rneklemeleri
yapilarak SN testi uygulanmis ve antikor titreleri 1/
20 - 1/120 oraninda tespit edilmistir. Prekolostral
orneklemelerinde seropozitif olan 7 adet buzaginin
kolostrum aldiktan sonraki ortalama 3 ay igindeki
orneklemeleri sonucu antikor titreleri 1/60 - 1/120
oraninda tespit edilmigtir. Buzagilanin nétralizan
antikor seviyesindeki artis kolostrumla an-
nelerinden aldiklan maternal antikorlarca sag-
lanmistir.

Dogum anindaki drneklemelerinde seronegatif
olan buzagilarin annelerinin blyUk bir bolimUinin
gebelik donemindeki ilk érneklemelerinde ylksek
antikor titresine sahip olduklari tespit edilmistir. Bu
hayvanlar BVDV'u ile reenfeksiyona maruz kal-
salar bile var olan antikor seviyeleri virusu elemine
ederek fétusa gegmesine izin vermez. Virus 16-
tusa ulagsamadigi igin buza§ seronegatif olarak
dogar. Birinci 6rneklemelerinde dislk antikor tit-
resine sahip annelerin 2. &rneklemelerinde be-
lilenen ylksek antikor seviyeleri annelerin immun
sistemleri ile ilgilidir. Zira bu annelerin prekolostral
buza@ilari SN testi ile seronegatif olarak tespit edil-
mistir. Buzag@ilardan hig birisinde viral antijen ve
notralizan antikor belirlenememistir.  Bir re-
enfeksiyon s6z konusu degildir.

Bu galigmanin amaci pesiste enfeksiyonu tes-
pit etmek oldugundan gebe hayvanlann buyik bir
bolimu gebeliklerinin ilk 3. - 3,5. aylarnnda 6r-
neklenmistir. Bununla birlikte 6rneklemesi ge-
beliklerinin 6. - 6,5. aylarina kadar uzayan hay-
vanlar mevcuttur. Gebeligin erken dénemlerinde
orneklemenin amaci fotuslarin immun sistemlerinin
yaklagik 120. gunden sonra gelismesi ve antikor
olusturabilmesidir. Immun sistemleri gelismemis
olan fbtuslar antikor olusturamaz, virusu yabanci
olarak tanimaz ve seronegatif olarak dogar.

Seronegatif ya da seropozitif dogan tim bu-
zagilar kolostrum aldiktan sonra maternal an-
tikorlarca BVDV  enfeksiyonuna kargi  Kko-
runmuglardir. Ortalama 3 ay igindeki 6rneklemede
seronegatif buzagilarin antikor seviyeleri an-
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nelerinden aldiklan maternal antikor titresine bagl
olarak 1/7,5 - 1/160 olarak tespit edilmigtir (Sekil 2).
Persiste enfeksiyonlar ve fétusun yagina baglh ola-
rak virusun fotus Gzerine etkilerini belirlemek tzere
gergeklestirilen bu ¢aligmada annelerin ve yav-
rulanin antikor dizeyleri de degerlendirilerek tar-
tisilmistir. Pasif immunitede maternal antikorlarin
dnemi vurgulanmistir.

Persiste enfekte hayvanlar sigir yetistiriciliginde
surekli bir enfeksiyon kaynadi olmaktadirlar. SurG
igindeki gebe hayvanlara da virusu bu-
lastirabilmekte ve transplasental enfeksiyonlar so-
nucu gebeligin dénemine bagli olarak fétusu gesitli
sekillerde etkileyebilmektedirler. BVDV'u ile mu-
cadelede surlideki Pl hayvanlar belirlenerek su-
riden uzaklastinimahdir. Ozellikle buytk sirllerde
tim hayvanlardan tek tek virus izole etmeye ¢a-
ismak zahmetli ve uzun sdreli bir yontemdir, Bu
yuzden serolojik taramayla seronegatif hayvanlar
tespit edilmelidir. Seronegatif hayvanlar BVDV an-
tijeni yonunden sirekli kontrol edilerek, antigen po-
zitif olanlar striden ayriimalidir.
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