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SAHADAN IiZOLE EDILEN BOVINE VIRAL
DIARRHEA VIRUS (BVDV) IZOLATLARININ
IMMUNPLAK TEST iLE BIiYOTIPIK TAYINI"

Taner KARAOGLU™

Biotypic Characterisation of Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDYV) Isolates Recovered
from Field Using Immunoplaque Assay in Turkey.

Summary: In this research, cattles showing respiratory and digestive symptom infection
symptoms from four different farms and a sloughterhouse and cattles with no symptoms of digestive
and respiratory system infections were sampled. Faeces, leucocyte and sera samples of 230 cattles
had been examined for BVDV antigen with PLA test and sera samples were examined for BVDV
spesific antibodies with NPLA test.

3 of the 230 leucocyte samples showed BVDV antigen. This three isolates had been
determined as noncytopathogenic BVDV biotype according to immunoplaque test while they had
shown noncytopathogenic immunoplaques. In 166 (72.1 %) 230 cattles which were sampled, different
titres of BVDV antibodies were found while 64 samples (27.8 %) were detected as seronegative.

Key words: BVD, biotype, Immunoplak test

Ozet: Arasurmada, dort farkly isletmede ve bir mezbahada sindirim veya solunum sistemi
enfeksiyonu semptomlar:  gosteren sigwrlar ile sindirim ve solunum sistemi enfeksiyonu
semplomlarinin. gorilmedigi kapali bir isletmeden irneklemeler yapildi. Toplam 230 adet sigirin
gaita, lokosit ve serum numunelerinde direkt PLA testi ile BVDV antijeni, serum numunelerinde ise
NPLA testi ile BVDV spesifik antikorlar: aragtirild:.

Arastirmada orneklenen toplam 230 adet sigirin 3 adedinin lbkosit numunesinde BVDV
antijeni tesbit edildi. Elde edilen 3 izolat, yapian Immunplak test sonucunda nonsitopatojen
immunplak olusturdu ve nonsitopatojen BVDV biyotipi olarak degerlendirildi. Orneklenen 230 adet
sigirin 166 (% 72.1) adedinde farkli titrelerde BVDV spesifik antikoru tesbit edilirken 64 adet (%
27.8) numune seronegatif olarak degerlendirildi.
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GIRIS tarafindan abort olmus bir f6tustan izole

edilmistir. BVD o6zellikle sigirlar arasinda

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) olduk¢a genis bir yayihm gostermekte,

ilk kez 1946 yilinda Ingiltere’de sindirim sigirlarin biiyiik bir cogunlugu yasamlarimin ilk
sisteminde erosiv lezyonlar ve diyare ile yilinda virus ile enfekte olmaktadr.

seyreden ve &ldirici olan akut epizootik
enfeksiyonlarla iliskili olarak tanimlanmis Hastahgin akut sekli diyare, oksiiriik,
(25), 1967 yilinda ise Gillespie ve ark. (9) siit veriminde gegici diisme ve ender olarak
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goriilen abortlar ile karakterizedir (7,25).
Hastaliga bagh abort ve malformasyonlarin
sebebi olarak fotal enfeksiyonlar gosterilmekte
(9). immun olmayan gebe hayvanlarin
enfeksiyonu sonucu virus plasental bariyeri
gecerek fotusu enfekte etmekte (8,17,27) ve bu
durum  fotusun  konjenital  enfeksiyona
yakalanma yasma bagh olarak cesitli
anomalilere, fotusun &liimiine, klinik semptom
olusturmaksizin yasam boyu siirebilen viral
persistense veya virusu elimine edecek immun

cevabin  olusumuna  neden  olmaktadir
(7,17,19).

BVD virusunun sitopatojen (cp) ve
sitopatojen  olmayan  (ncp) biyotipleri
bulunmakta  (1,2,3,15,21,22),  sitopatojen

biyotipler  hiicre  kiiltiirlerinde meydana
getirdikleri sitopatolojik etki (CPE) ile kolayca
izlenebilmelerine karsin, sitopatojen olmayan
biyotipler ancak interferenz (1,3,6,21,26),
immunfloresan (1,3,21,26), Immunperoksidaz
(16) ve Iimmunplak test (15,20,28) gibi
teknikler ile saptanabilmektedirler.

BVD virusunun ncp biyotipi 1957°de
ilk kez Lee ve Gillespie. (18) tarafindan hiicre
kiiltiirii  sistemlerinde izole edilmis, ayni
yillarda Underdahl ve ark. (30), bir sigirdan
hiicre kiiltiirlerinde vakuolasyon ve lizis’e
sebep olan sézkonusu virusun cp bir biyotipini
izole etmeyi basarmiglardir. Daha sonra
yapilan arastirmalar (18,30) bu iki ajanin ayni
virusun biyotipleri olduklarini goéstermistir.
Giiniimiizde ise bu iki izolatin ayni virusun
farkl biyotipleri olduklar1 ve Mucosal Disease
(MD)’in patogenezinde ortak rol oynadiklari
kesin olarak ortaya konulmustur (4,5,24).

BVDV’nin ncp biyotipi ile persiste
enfekte sigirlarin, ayni virusun cp biyotipi ile
siiperenfeksiyonu  sonucu  Oldiiriicii  MD
gelismekte (4,5,12,26), bu durumda hastalifin
baslamasindan  iki hafta sonra &limler
meydana gelmekte, virusun cp ve ncp her iki
biyotipi de hayvanin dokularindan izole
edilebilmektedir (21). MD genellikle 6-24
ayhk sigiriarda olusmakta (1,22,26), hastaligin
klasik formunda siddetli ishal, burun akintisi,
asint salivasyon gibi agir klinik bulgular
goriilmekte, hastahk disiik morbidite ve

TANER KARAOGLU

yiiksek mortalite ile seyretmektedir. Bazi akut
MD olaylarinda hayvan beklenen siire icinde
slmemekte ve hastalik kroniklesebilmekte,
kronik MD’li hayvanlar ise 18 aya kadar
yasayabilmekte ve bitkinlik icinde dlmektedir
(1,26).

Hastaligin teshisi karakteristik olan
klinik ve patolojik bulgularin  varhigina
dayanilarak yapilabilirse de kesin teshis
laboratuvarda miimkiin olmakta, direkt ve
indirekt olarak enfeksiyon belirlenebilmekte,
ilk kez Howard ve ark. (15) tarafindan
kullanilan immunplak test ile virusun biyotipi
tesbit edilebilmektedir. '

Bu arastirmada baslica iki amag
ongoriilmiistiir, a) Kapali yetigtirmeler veya
kiigiik gapl dzel isletmelerde bulunan sindirim

veya solunum sistemi enfeksiyonu
semptomlar1 gdsteren sigirlarin gaita, 16kosit
ve serum numunelerinden BVDV

izolasyonuna gidilmesi ve serum &rneklerinin
BVDV spesifik antikorlari yoniinden serolojik
kontrolii ile BVDV enfeksiyonunun
insidensinin belirlenmesi, b) Elde edilen
BVDV izolatlanimin  Tiirkiye’de ilk kez
immunplak test ile biyotipik
karakterizasyonunun yaptimasidur.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Hiicre Kiiltiirii: Arastirmada
kullanilan fotal dana bobrek (FDB) hiicre
kiiltiiri Cubuk/Ankara mezbahasinda kesilen
sigirlarin fotuslarinin - bébreklerinden klasik
yontem ile hazirlandi ve BVD virus y6niinden
kontrol edilmek tizere direkt immunperoksidaz
testine (PLA) tabi tutuldu. BVDV ydntnden
negatif olarak tesbit edilen hiicre serilent
arastirmada  kullanilmak  tizere -80°C’de
sakland.

Dana  serumu: Arastirmada
kullanilan dana serumu, Et ve Balik Kurumu,
Ankara mezbahasinda kesilen danalardan
saglandi. Bu danalardan elde edilen kanin
serumu ayrildiktan sonra 56°C’de 30 dakika
tutulmak suretiyle inaktivasyona tabi tutuldu
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ve membran filtrasyon yontemi ile steril
edilerek kiiciik miktarlara porsiyonland:. Elde
edilen serumlar BVD virus yoniinden kontrol
edilmek iizere PLA testine tabi tutuldu ve
BVDV yéniinden negatif oldugu tesbit edilen
dana serumlari, FDB hiicrelerinin
iiretilmesinde ve devamliliginin saglanmasinda
kullanild.

Fotal dana serumu: Virus izolasyon
calismalan ile elde edilen izolatlarin biyotipik
tayinlerinin yapilmasi amaciyla uygulanan
Native plak ve Immunplak testlerde BVD
antijen ve antikoru icermeyen fotal dana
serumlar1 (FDS) kullanildi.

Virus: BVDV spesifik antikorlarin
varhgini  tesbit etmek amaciyla yapilan
Notralizasyon  immunperoksidaz ~ (NPLA)

testinde BVD virusunun sitopatojen referens
susu NADL kullanild.

Konjugat: Direkt immunperoksidaz
(PLA), Immunplak test ve Notralizasyon
immunperoksidaz (NPLA) testlerde

heterotipik poliklonal BVD antikorunun horse-
radish peroksidaz (HRPO) ile isaretli konjugati
kullanildu.

Substrat: 0.1 M asetat tamponu
(pH:5) i¢inde 3 amino-9 etil karbazol ve
dimetil formamid’in hazirlanmasiyla elde
edildi ve 1/1000 oraninda kromojen (H.O,)
ilavesiyle kullanildt.

Arastirmada Orneklenen
Hayvanlar:  Aragtirmada, bazi  kapali
yetistirmeler (1) ile kiigiik ¢aplh &zel bir
isletmede (2) ve bir mezbahada (3) sindirim
veya solunum sistemi enfeksiyonu
semptomlari gosteren sigirlar ile sindirim ve
solunum sistemi enfeksiyonu semptomlarimnin
goriilmedigi kapah bir igletmeden (4) rastgele
orneklemeler yapildi. Orneklenen igletmeler ve
orneklenen hayvan sayilari Tablo 1.’de
gosterildi.

Tablo 1.: Arastirmada orneklenen hayvanlar ve sayilan
Table 1.: Origin and number of sampled animals

isletme / BOLGE Isletme Kodu Orneklenen Hayvan Sayisi

Ceyhan / ADANA 1 14
Karacabey / BURSA 1 50
Cubuk / ANKARA 3 27
Acipayam / DENIZLI 1 44
Akyurt/ ANKARA 2 48
Cifteler / ESKISEHIR 4 47

TOPLAM 230

Virus lIzolasyon Materyalleri: Bu Léokosit  ornekleri: Antikoagulan

amagla, drneklenen hayvanlarin; gaita, l6kosit
ve serum numuneleri kullanldi.

Gaita ornekleri: Gaita ornekleri her
hayvanin direkt olarak rektumundan alindi ve
PBS ile 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra
vortekslenerek  homojen  hale  getirildi.
Homojenat 3000 devirde +4°C’de 30 dakika
siire ile santrifiijje tabi tutulduktan sonra
siipernatant steril bagka bir tiipe aktarildi ve
sterilite  kontrolii yapildiktan sonra virus
izolasyonu  yapihincaya kadar -20°C’lik
dondurucularda saklandi.

madde iceren tiiplere'’ alinan kan 6rnegi 2000
devirde +4°C’de 10 dakika siire ile santrifiije
tabi tutuldu. Siire sonunda lokosit tabakasi 2
ml antibiyotikli PBS i¢inde 3 kez yikands ve
son olarak 2 ml PBS i¢inde sulandirildiktan
sonra  kullanilincaya  kadar  -20°C’lik
donduruculara kaldiriidi.

Serum érnekleri: Kaolin'li tiiplere'"’
aliman kanin serumu ayrildiktan sonra serum
ornekleri ikiye boliindii. Bir kismi virus
izolasyonu amaciyla derin donduruculara
kaldirilirken diger miktarlart BVDV spesifik

1 . .
" Greiner. Nuertingen, Germany.
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antikor varhgm tesbit etmek amaciyla
serolojik kontrole tabi tutulmak iizere ayrildi
ve bu numuneler serolojik teste tabi
tutulmadan  6nce  56°C’de 30 dakika
bekletilmek suretiyle inaktive edildi.

Virus Izolasyonu: BVDYV yé&niinden
negatif oldugu tespit edilen FDB hiicresi,
ELA?+EMEM?+%5 FDS® ile  1x10’
hiicre/ml olacak sekilde sulandirildiktan sonra
hiicre kiiltiri tiplerine® 1’er ml konuldu. Bir
gece inkubasyondan sonra her numuneden bir
tipe 0.1 ml inokulasyon yapild1 ve
inokulasyon yapilan tiipler 37°C’lik «etiivlere
kaldirildi. Bes giin siireyle inkubasyonda kalan
tipler her giin doku kiiltiirii mikroskobu® ile
kontrole tabi tutuldu ve hiicrelerde meydana
gelen morfolojik degisiklikler kaydedildi.

Metot

Direkt Immunperoksidaz (PLA)
Testi: Arastirmada érneklenen sigirlarin gaita,
lokosit ve serum numunelerinde BVDV
antijeninin varh@gmm arastirmak amaciyla bu
numunelerin FDB hiicre kiltiiriindeki 1. pasaj
sivilari PLA  testine tabi tutuldu. Holm
Jensen’in (14) bildirdigi yonteme gére yapilan
testte, FDB hiicre kiiltiiri ELA+EMEM+%35
FDS vasati ile 1x10° hiicre/m] olacak sekilde
sulandirilarak 24 gozli makropleytlerin(& her
goziine 1’er ml konuldu. Yirmidort saat 37°C,
%5 CO,’'li etiivde inkubasyonu takiben her
hayvana ait gaita, ldkosit ve serum
numunelerinin 1. pasaj swvilarindan  her
numune igin ayri goz olacak sekilde 0.1°er ml
inokule edildi ve pleytler tekrar 37°C, % 5
CO,’i etiivlere kaldintdi. Kirksekiz saat siiren
inkubasyon sonunda makropleytlerin igerikleri
dokiilerek hiicre yiizeyleri 1/3’lik PBS ile
yikand1 ve pleytler gozleri asagiya gelecek
sekilde 80°C’de 1 saat siireyle tutularak
hiicrelerin  pleyt yiizeyine fikze olmasi
saglandi. Siire sonunda tim gozlere 0.2 ml
konjugat konuldu ve pleytler oda sicaklifinda
| saat bekletildikten sonra konjugat ortamdan

2 Biochrom, Kg., Berlin, Germany.

* paesel Gmbh and Co., Frankfurt, Germany.
) Greiner, Nuertingen, Germany.

' Olympus, Tokyo, Japan.

® Costar, Cambridge, MA, USA.
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uzaklastirilarak  hiicre yiizeyleri 3’er kez
1/3’lik PBS ile yikandi. PBS’in ortamdan
uzaklastirlmasini takiben tiim gozlere 0.2 m|
substrat konuldu ve oda sicakhginda 30 dakika
inkubasyonu takiben reaksiyon distile su ile
durdurularak  her goz  doku  kiiltiirii
mikroskobunda degerlendirildi.

BVDV izolatlarimin FDB hiicre
kiiltiiriinde pasajlanmasi: Direkt PLA
testine tabi tutularak BVDV antijeni tespit
edilen numunelerin, FDB hiicre kiiltiiriinde
sitopatojeniteleri izlenmek amaciyla 3 seri
pasaja tabi tutuldu.

Native ve Immunplak  Test:
Arastirmada direkt PLA testine tabi tutularak
BVDV antijeni tespit edilen numuneler
biyotipik tayinleri yapilmak iizere native plak
ve Immunplak teste tabi tutuldu.

Native Plak Test: Sanders (28)’in
bildirdigi yonteme gore yapilan native plak
testte, FDB hiicre kiiltiri ELA+EMEM+% 5
FDS’lu vasati ile 2x10° hiicre/ml olacak
sekilde sulandirildiktan sonra 6 cm gapli hiicre
kiiltiirii petrilerine 6’sar ml konuldu ve 37°C,
% 5 COy’li etilve kaldinldi. Ertesi giin petri
icindeki vasat uzaklastirildi ve hiicre yiizeyleri
birer kez PBS ile yikandi. PBS’in ortamdan
uzaklastirilmasindan sonra her izolatin 1. pasaj
sivilarimin -~ 1072, 107%,  10*  ve 107 1ik
sulandirmalarindan 0.5’er ml inokule edilerek
37°C, % 5 CO;’li etiivde 2 saat siireyle
inkubasyonu saglandi. Siire sonunda pasaj
stvilari ortamdan uzaklagtirildiktan sonra hiicre
yiizeyleri 3’er kez PBS ile yikandi. Yikama
islemini takiben esit miktarda
2xDMEM+%2’lik Noble agar®+ % 10
FDS’lu vasattan her petri kutusuna 6’sar ml
konuldu ve yan kati vasatin donmasi
saglandiktan sonra petri kutulart 37°C’lik %5
CO,’li  etiive  kaldinldi.  Dort  giinliik
inkubasyondan  sonra  native  plaklarin
goriilebilmesi  amaciyla  hiicreler  vital
boyamaya tabi tutuldu. Bu amagla petn
kutular igindeki yar kati vasatin tizerine 5’er
ml 2xDMEM+ %2’lik Noble agar+ %1’lik
Nétral Red karigimindan konularak 37°C, %5

™ Biochrom, Kg., Berlin, Germany.
® Difco, Detroit, Michigan, USA.




SAHADAN IZOLE EDILEN BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) IZOLATLARININ.... 327

COy’li etiive kaldirildi ve 5-6 saat sonra
izolatlarin  plak olusturup  olusturmadig:
degerlendirildi.

Immunplak Test:  Immunplak test
Liess ve ark. (20)'min bildirdigi yonteme gore
yapildi. Bu amagla native plak testte, her
izolatin 1. pasaj stvilarimn petri kutularina
inokulasyonu ve 4 giinliik inkubasyonu sonuna
kadar uygulanan her basamak I[mmunplak
testte de aynen uygulandi. Dort giinliik
inkubasyon sonunda petri kutular: igindeki yari
kati vasat uzaklastirilarak hiicre yiizeyleri 3’er
kez PBS ile yikandi. Petri kutularinin agizlari
‘agagiya gelecek sekilde 80°C’de 1 saat
tutulmak  suretiyle hiicrelerin  fikzasyonu
saglandi. Her petri kutusuna 1.5 ml konjugat
konularak oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
Siire sonunda konjugatin uzaklastiriimasini
takiben hiicre yiizeyleri 3’er kez 1/3’liik PBS
ile yikandi ve tiim petri kutularma 1.5 ml
substrat konularak oda sicakhginda inkube
edildi. Reaksiyon 20-30 dakika sonra distile su
ile durduruldu ve olusan immunplaklar doku
kiiltiirii mikroskobu ile degerlendirildi.

Notralizasyon Immunperoksidaz
(NPLA) testi: Arastirmada Orneklenen
sigirlarda BVDV  spesifik antikor varliginin
tesbiti amaciyla uygulanan NPLA testi Holm
Jensen (14)’in bildirdigi yonteme gore yapildi.
Buna gore serum numuneleri 96 gozli
mikropleytler iizerinde 1/5, 1/10, 1/20, 1/40
olacak sekilde sulandirildiktan sonra, 0.05 ml
serum sulandirmalarinin  iizerine 0.05 ml
BVDV nin cp referens susu NADL ilave edildi
ve 1 saat 37°C, % 5 CO;'li etiivde
notralizasyona  birakildi.  Siire  sonunda
ELA+EMEM+% SFDS’lu vasat ile 3x10’
hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan FDB hiicre
siispansiyonundan her géze 0.05 ml ilave
edildi ve mikropleytler CO,’li etiive kaldiniidi.
Kirksekiz saat siiren inkubasyondan sonra
mikropleytlerin  igerigi  dokiilerek  hiicre
yiizeyleri 3’er kez 1/3’liik PBS ile yikandi ve
pleytler gozleri asagi gelecek sekilde 80°C’de
! saat tutularak hiicrelerin pleyt yiizeyine
fikzasyonu saglandi. Tim gozlere 0.05 ml
konjugat konularak oda sicakhiginda 1 saat
inkubasyona birakildi. Siire sonunda konjugat
uzaklastinlarak hiicre yiizeyleri 3’er kez

1/3’liikk PBS ile yikandi ve yine her goze 0.05
ml substrat ilave edildi. Oda sicakliginda 20-
30 dakika inkubasyonu takiben reaksiyon
distile su ile durduruldu ve serum
numunelerindeki antikor diizeyi tesbit edildi.

BULGULAR

Virus izolasyonu sonuglar::
Aragtirmada 6rneklenen 230 adet sigirin gaita,
16kosit ve serum numunelerinin hi¢biri, FDB
hiicre kiiltiiriine yapilan ilk inokulasyonlarinda
hiicre kiiltiiriinde sitopatolojik etki
olusturmadh.

PLA testi sonuglari: Toplam 230 adet
sigira ait gaita, l6kosit ve serum numunelerinin
1. pasaj sivilarina yapilan direkt PLA testi
sonucunda, agir sindirim ve solunum sistemi
enfeksiyonu goriilen kiigiik kapasiteli 6zel bir
isletmeden 6rneklenen (Tablo 1, no:2) 3 adet
siginn Iokosit numunesinde BVDV  antijeni
tespit edildi.

BVDV izolatlarnmn FDB  hiicre

" kiiltiiriinde Sitopatojeniteleri: Arastirmada

elde edilen 3 adet BVDV izolatinin FDB hiicre
kiiltirinde yapilan 3 seri pasajinda higbir
izolat sitopatolojik etki meydana getirmedi.

Native ve Immunplak test
sonuclari: Direkt PLA testi ile tespit edilen 3
adet BVDV izolatina uygulanan native plak
test sonucunda  hi¢bir  izolat  plak
olusturmazken, immunplak test sonucunda her
tic izolat da non-sitopatojen immunplak
olusturdu ve BVDV’nin ncp biyotipi olarak
degerlendirildi.

NPLA testi sonuglari: Arastirmada
orneklenen 230 adet sigirn 166 adedinde
(%72.1) BVDV spesifik antikoru tespit edildi.
Bir ve 4 numaralh kapah isletmelerde
orneklenen sigirlarin  tamaminda (% 100)
seropozitiflik saptanirken, 2 sira no’lu kapal
isletmede  seropozitiflik % 20,  virus
izolasyonunun yapildigi S no’lu  kiiciik
kapasiteli isletmede ise seropozitiflik % 89.5
olarak belirlendi.Mezbahada orneklenen (no:
3) ve Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden kesim
igin getirilen sigirlarda seropozitiflik % 92.5
olarak tespit edilirken, sindirim veya solunum
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sistemi enfeksiyonu semptomlarinin
goriilmedigi 6 no’lu kapah isletmede ise bu
oran % 63.8 olarak saptandi. Seropozitif olarak
tespit edilen 166 adet sigirin antikor titreleri

TANER KARAOGLU

Tablo 2’ de ve Grafik 1°de gosterilmistir. Bes
numarali kapali isletmede orneklenen ve direkt
PLA testi ile BVDV antijeni tespit edilen 3
adet s1g1r ise seronegatif olarak tespit edildi.

Tablo 2.: Seropozitif hayvanlarin SN, degerleri
Table 2.: Distribution of NDs, values of seropositive animals within the herds.

Hayvan Sayis SNso

Kod isletme / BOLGE Orneklenen Seropozitif % 1/5 110 1/20 1/40  >1/40
1 Ceyhan/ADANA 14 14 100 - - - - 14
2 Karacabey/BURSA 50 10 20.0 8 2 -
3 Cubuk/ANKARA 27 25 92.5 4 5 5 4 7
4 Ampayam/DENiZLi 44 44 100 - - 3 10 3]
5 AkyurfANKARA 48 43 89.5 3 11 10 16
6 Ciﬁeler/ESKISEHIR 47 30 63.8 2 2 6 8 12

TOTAL 230 166 72.1 17 12 25 32 80

T

st

1/5 110 1/20

1/40

> 1/40

{ Ceyhan_ ) i_Kara_c_abey_ ) O Gubuk D,I\E:Ipayam D_Akyurt Elm(;ifteler i

Grafik 1.: Arastirmada drneklenen sigirlarin antikor titreleri
Graphic 1.: Antibody titers of sampled animals

TARTISMA ve SONUC

Arastirmada direkt PLA testi ile tespit
edilen 3 adet BVDV izolatinin hiicre
kiiltiirinde meydana getirdigi sitopatolojik
etkinin gdzlenmesi ve hiicre kiiltiirlerinde
meydana gelen morfolojik hiicre degisikligi ile
Immunplak test sonuglarinin karsilastinimas

amactyla her 3 izolat da her biri 5’er giin siiren
3’er pasajlama islemine tabi tutulmus ve bu
siire i¢inde higbir numune sitopatolojik etki
olusturmamistir. Radostits ve Littlejohns. (26)
herhangi bir numunedeki olast virusun inokule
edildigi hiicre kiiltiiria sistemlerinde
sitopatolojik etki ile taninabilmesi igin hiicre
kiiltiiriinde birkag pasaja ihtiyag duyuldugunu,




SAHADAN iZOLE EDILEN BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) iZOLATLARININ.... 329

eger numunede BVDV’nin cp bir biyotipi
varsa en az birka¢ pasaj sonucunda CPE’nin
meydana gelebilecegini belirtmektedir.

Bunun yaninda bir seri pasajlama
islemine tabi tutulan izolatlarin  hiicre
kiiltiirlerinde ~ sitopatolojik etkisinin tesbiti
amaciyla yapilan mikroskobik kontrollerinde
degerlendirme hatalarmin olabilecegi de bir
gercektir.  Hiicrelerde  meydana  gelen
morfolojik degigiklikler her zaman yalnizca
virusun varligina bagh olarak
sekillenmemektedir. Scheppers (29)
calismasinda elde ettigi BVDV izolatlarini
hiicre kiiltiirlerinde bir seri pasajlama islemine
tabi tutmus, hiicre kiiltiirlerinde morfolojik
olarak  meydana  gelen  degisikliklerin
mikroskobik olarak degerlendirilmesi ile elde
ettigi sonuglarin, daha sonra ayn: izolatlara
uyguladigi  plak  ve  immunplak test
sonuglarindan farkliliklar gosterdigini tespit
etmis, bu farkli  sonucun  mikroskop
degerlendirmesindeki “teknik hatadan veya
yorum hatasindan kaynaklanabilecegini
bildirmistir. Cesitli  arastincilar  (11,23)
hiicrelerin  yashhgindan kaynaklanan hiicre
dejenerasyonu ile tipik, spesifik  virus
CPE’sinin birbirinden ayrilmasinin gii¢liigiini
de belirtmektedirler.

Hiicre Kkiiltiirinde meydana gelen
morfolojik degisikliklere bakilarak virusun
sitopatojenitesi hakkinda  saglikh bir
degerlendirme yapilamamasimin  bir  diger
nedeni ise cp ve ncp BVDV biyotiplerinin
birtikte bulundugu miks enfeksiyon
durumlarinin degerlendirilmesidir. Gillespie ve
ark. (10) ayni izolatta BVDV’nin cp biyotipi
ile ncp biyotipinin birlikte bulunabilecegini ve
cp BVDV biyotipinin ncp BVDV biyotipine
karsi interfere olma ozelliginden dolay:
izolatin  biyotipine ait ger¢ek sonucun
immunplak testten elde edilmesi gerektigini
belirtmistir.

Tim bu bilgiler, elde edilen BVDV
izolatlarinin biyotipik tayinlerinin
yapilabilmesi igin o izolatin hiicre kiiltiirii
pasajlarinin yapilarak hiicrelerdeki morfolojik
degisikliklere bakilmasi suretiyle
degerlendirilmesinin  gergekgi  bir  sonuca

gotiirmeyebilecegini  gostermektedir. BVDV
antijeni tespit edilen izolatlarin biyotipik
tayinlerinin  yapilmasinda esas  yoOntem
jmmunplak test olmakta, Immunplak test
sonucunda virusun cp ve ncp biyotipleri ayri
ayr tesbit edilebilecegi gibi her iki biyotipin
birarada bulundugu miks enfeksiyon durumlar:
da kolayca degerlendirilebilmektedir.

Arastirmada izole edilen 3 adet BVDV
izolatinin hiicre kiiltiirlerinde yapilan 3 seri
pasajinda higbir numune sitopatolojik etki
olusturmamustir. Bu 3 adet izolata uygulanan
native plak testte hi¢bir izolat plak meydana
getirmezken, immunplak test sonucunda ise
her 3 izolat da nonsitopatojen immunplak
olusturmus, elde edilen izolatlarin hepsi ncp
BVDV biyotipi olarak tespit edilmistir.
Sizkonusu 3 adet sigirin yapilan serolojik
kontrollerinde ise BVDV spesifik antikoruna
rastlanmamistir. Bu hayvanlarin besi danasi
olmalar1 ve birinci 6rneklemeden kisa bir siire
sonra kesilmeleri 2. orneklemenin
yapilabilmesini engellemis, ikinci
orneklemenin yapilamamasi bu 3 sigirn
ornekleme  amindaki  viremik  durumlar
hakkinda kesin bir bilgiye ulasiimasim
olanaksiz kilmustir. Ancak bu 3 adet siirin
ornekleme aninda akut enfekte olabilecegi
gibi persiste enfekte olma olasihg da
gozoniinde bulundurulmalidir. Meyling ve ark.
(22) yaptiklan ¢alismada persiste enfekte
hayvanlarin  bulundugu siiriilerde BVDV
antikor prevalansim % 87, persiste enfekte
hayvanlarin bulunmadig siiriilerde ise antikor
prevalansimt % 43 olarak saptamislardir.
Harkness (13) ise yaptig1 serolojik taramalarda
1 yasin iizerindeki sigirlarin % 60-80’inin
nétralizan antikor tasidigini  gostermis, bu
kadar yiiksek seropozitifligin siiriideki persiste
enfekte hayvanlarin varhima bagh oldugunu
bildirmistir.

Aragtirmada 6rneklenen 230 adet
siginn  kan serumuna yapilan NPLA testi
sonucunda 166 adedinde (% 72.1) farkh
titrelerde BVDV antikoruna rastlanmis, 64
adet sigirin (% 27.8) kan serumunda ise
seronegatiflik saptanmistir. Seropozitif olarak
tesbit edilen 166 adet sigirin 80 adedinin (%
48.1) 1:40 ve daha yiiksek titrede BVDV




antikoru igerdigi tesbit edilmistir. Siiriilerin

durumu ayri ayri incelendiginde;
Karacabey’deki kapah isletmede
seropozitiflik % 20 olarak tespit edilmistir.
Bu hayvanlarin yaslarinin 3-23 giin arasinda
degismesi seropozitifligin immunkompotensin
gelismesinden ~ sonraki  fotal ~ enfeksiyon
sonucu olabilecegi gibi kolostral antikorlarca
da meydana gelebilecegi olasithgmi akla
getirmektedir.  Ancak seropozitif ~ olarak
tespit edilen bu yenidoganlarin annelerinin
serolojik kontrollerinin yapilamamis
olmast yenidoganlardaki bu seropozitifligin
agiklanamamasina neden olmugtur. Ceyhan ve

Acipayam’daki kapali isletmelerde
orneklenen sigirlarin tamami (% 100),
Akyurt’taki  6zel isletmede  &rneklenen

sigirlarin % 89.5’u seropozitif olarak tespit
edilirken, Tirkiye’nin gesitli bolgelerinden
kesim igin getirilen sigirlarin  Srneklendigi
Cubuk mezbahasinda, % 92.5 oraninda
seropozitiflik bulunmus, sindirim ve solunum
sistemi enfeksiyonu semptomlarinin
goriillmedigi Cifteler’deki kapal isletmede bu
oran % 63.8 olarak tespit edilmistir.

Bu arastirma ile iilkemizde BVDV
enfeksiyonunun yaygin olarak goriildigii bir
kez daha ortaya konulmus ve en 6nemlisi elde
edilen BVDV izolatlarina Immunplak test
uygulamak suretiyle Tiirkiye’de ilk kez
BVDV’nin biyotipik siniflandirmanin
yapilmasi  saglanmistir.  Immunplak test,
BVDV izolatlarinin sitopatojenite tayinlerinin
tesbiti ile sigirlarda BVDV enfeksiyonlarinin
tiim formlarina ilgili patogenezin
aciklanmasinda da 6nemli bir yer tutmaktadir.
Boylece BVDV’nin sitopatojenite 6zelliginin
tesbiti sayesinde Orneklenen bireylere ve
bunlarin olusturduklan siiriilere iliskin saghklt
degerlendirmelerin yapilabilmesi olanag: elde
edilmis, plak ve immunplak testlerin rutine
indirgenmis olmasiyla ilkemizde gelecekte
yapilmasi planlanan molekiiler diizeydeki
caligmalara temel olusturacak onemli bir adim
atilmistir.
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