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SIGIRLARDA BOVINE ViRAL DIARRHEA (BVD) ViRUS
ENFEKSIYONUNA KARSI ANTIKOR VARLIGININ
ARASTIRILMASINDA NOTRALIZASYON
IMMUNPEROKSIDAZ (NPLA) VE SERUM
NOTRALIZASYON (SN) TESTLERININ
KARSILASTIRILMASI

Mehmet CABALAR' Taner KARAOGLU?

Comparison of Neutralization Peroxidase-Linked Antibody (NPLA) assay and
Serum Neutralization (SN) test for detection of antibodies to Bovine Viral
Diarrhea (BVD) virus in cattle sera

Summary: In this study, 471 serum samples collected from dairy cattle
which were housed in govermental and private herds located in Eastern and
Southeastern of Anatolia, Turkey were tested for presence of BVD virus
neutralizing antibodies with NPLA assay and SN test, respectively.

A comparison was made between NPLA assay and SN test for the detection of
BVDYV neutralizing antibodies in serum samples. Out of 471 serum samples tested,
456 (96.8 %) were positive by the NPLA assay while 373 (79.2 %) were positive by
the SN test. 83 (17.6 %) serum specimens detected as seronegative by meuans of SN
test, were found to be seropositive at the end of the NPLA test. However, 15
(3.18%) serum sumples were seronegutive for both tests.

As a result, NPLA assay was found to be more sensitive and rapid than SN
test interms of detection of antibodies aguainst BVD virus.
Key words: BVD virus, NPLA assay, SN test.

Ozet: Bu ¢aligmada, Dogu ve Giineydogu Anadolu bilgesinde kamuyu ait
igletmelerden ve halk elinde bulunan sigirlardan 471 adet serum drneklendi ve bu
: serum orneklerinde BVD virus nétralizan antikorlarvun tesbiti icin Notralizasyon
l Immunperoksidaz (NPLA) ve Serum Notralizasyon (SN) testleri uyguland.
NPLA testi ile 456 adet (% 96.8) sigirda seropozitiflik saptanirken, aym
} hayvanlarin serum drneklerine uygulanan SN testi sonucunda 373 adet (% 79.2)
sugur seropozitif olarak tespit edildi. SN testinde seronegatif olarak degerlendirilen
83 adet serum ornegi (% 17.6) NPLA testinde seropozitif olurak bulundu. Bununla
birlikte, 15 adet (%3.18) serum drnegi her iki testte de seronegatif olarak saptand.
Sonug olarak, NPLA testinin BVD virus antikorlarimin tesbiti i¢in SN
testinden daha duyarl ve ¢abuk bir yontem oldugu kanisina varild.
Anahtar kelimeler: BVD virus, NPLA testi, SN testi.
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Giris

Bovine viral diarrhea (BVD) ve Mucosal
disease (MD)'e neden olan bovine viral diarrhea
virus (BVDV) enfeksiyonu tim diinyada yay-
gm olarak goriilmektedir. Pestiviruslar gru-
bunda simflandinlan ctken, sigirlarda BVD ola-
rak kabul edilen ve hafif klinik degisikliklerc
scbep olan iyi seyirli bir enfcksiyon olug-
wrabildigi gibi oldiiriicii MD'e de neden ola-
bilmektedir (27).

Sigirlarda BVD virus  enfeksiyonu daha
cok subklinik olarak seyretmckte, hastalifin bu
formunda kisa siireli istahsizhik, depresyon,
ates, hafif ishal, gegici bir l1okopeni vc bazen
birka¢ giin iginde iyilesmec goriilmektedir
(5,25.27). Immunkompotent virus negatif hay-
vanlarda postnatal pestivirus enfeksiyonlan ge-
netlikle klinik olarak tespit edilememekte,
serum nétralizan antikorlarin gelisimini takiben
virusun climinasyonu olugsmakta ve bu durumda
cok sayida hayvan scropozitif olarak sap-
tanmaktadir (12). Immuntolerant persiste en-
[ckte hayvanlarin aynmi virusun sitopatojen bi-
yolipi ile siiperenfeksiyonu sonucunda ise
oldiirticii MD  gelismekte (11,27) ve siddetli
ishal. burun akintsi, asirt salivasyon gibi agir
klinik bulgular ile 2 hafta i¢inde Slimler mey-
dana gelmektedir (2,27).

Enfeksiyonun hem siirii i¢cinde hem de sii-
riler arasinda yayilmasinda persiste enfekte
hayvanlar énemli rol oynamaktadir (11,21,28).
Persiste enfeksiyon bir jeneralize enfeksiyondur
ve virus bir¢ok dokuda, 6zellikle epiteliyal ve
endoteliyal sistem hiicrelerinde  bulunmakta,
burun akinusi, gozyasi, tikrik, siit, scmen,
gaita, idrar gibi tiim sekret ve ckskretler ile sa-
cilmaktadir  (3,21,27). Uterus akintisi, am-
niyotik s1vi ve virus ile kontaminc plascnta da
bulagsmada rol oynamaktadir (28).

Sigir pestivirus enfeksiyonlannin kesin tesg-
hisi laboratuvar c¢alismalari ilc miimkiin ola-
bilmektedir. Direkt teshiste, Immunfloresan
(IF) (2,6). Peroxidase Linked Antibody (PLA)
(6,18), Enzymc Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (2.14,16,19), Elektronmikroskopi
(EM) (9), Polymerase Chain Reaction (PCR)
(20), Indirekt teshiste ise, Serum nétralizasyon
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(SN) (2,7), Indirekt Immunofloresan (1IF)
(23,24), ELISA (2,16), Notralizasyon 1m-
munperoksidaz (NPLA) (13,15) testlerinden ya-
rarlanilmaktadir.

Bu arastirmada, BVDV enfeksiyonuna
karst serolojik taramalarda yaygin olarak kul-
lamlan NPLA ve SN testlerinin  kar-
stlasinlmasinin yapilmasi amaglanmig ve  Or-
neklemenin yapildigi Dogu vc Giincydogu
Anadolu bélgesi sigirlaninda BVD virus en-
feksiyonunun scroprevalansimin  tesbitine  ¢a-
higtlmistr.

Materyal ve Metot
Materyal

Hiicre Kaiiltiirii: Arasurmada BVD virus
yoniinden ncgatif oldugu saptanan Fotal dana
bobrek (FDB) hiicre kiiltiiriinden yaralamildi.
Gerck bu hiicrelerin iiretilmesinde kullamlan
konvansiyoncl dana scrumu ve gerckse sc-
rolojik testlerde kullanilan Fétal dana serumu
(FDS) (Paesel, Gmbh and Co., Frankfurt, Ger-
many) BVD virusun varhg yoniinden kontrol
edildi ve negatif olduklar saptananlar belirtilen
amaglar i¢in kullanildi.

Arastirmada Kullamlan Hayvanlar: Kan
serumu ornekleri Dogu ve Giincydogu Anadolu
bolgesinde bulunan 5 ilin 17 farkl yerlesim bi-
rimindeki siit sigircilligy igletmelerinden top-
landi. Ornekleme vyapilan bolgeler ve or-
neklenen hayvan sayisi Tablo 1.’de gosterildi.
BVD virus spesifik antikorlarinin varhgini tes-
pit ctmek iizere pulverize kaolin igeren tiplere
(Greiner, Nuertingen, Germany) alman kan-
larin serumlan ayrilarak steril serum tiiplerine
aktanildi ve 56°C’de 30 dakika siirc ile inak-
tive cdildi. Serum ornekleri test cdilinceye
kadar -20°C’de sakland:.

Metot

Notralizasyon Immunperoksidaz (NPLA)
Testi: NPLA testi Holm Jensen (13Yin bil-
dirdigi yonteme gore yapildi. Her serum or-
neginin 1/5'lik  sulandirmalan  hazirlandiktan
sonta 96 gozlii mikropleytlerin - (Gre-
iner,Nuertingen, Germany) 2'ser goziine 0.05 ml
konuldu. Serum orncklerinin iizerine Frey ve
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Tablo 1. Ornekleme yapilan merkezler ve 6rncklencn hayvan sayisi.
Table ]. Localization of herd and numbcr of animals sampled within them.

isletme No Bolgeler Orneklencn Hayvan Sayisi

01 VAN Donerdere () 26
02 Tarim Meslek Lisesi () 28
03 Bardakgr k) 70
04 Alundere k) 26
05 Merkez () 22
06 Otlucay i 13
07 Otlucaa (y 12
08 Otlucaxz (1) 19
09 Otlucag 1y 21
10 Kopriikoyti ) 32
11 AGRI Merkez (w) 31
12 SANLIURFA Ceylanpinar ) 100
13 DIYARBAKIR Scyrantepe (x) 14
14 Kamigek () 21
15 Fiskaya 1) 14
16 GAZIANTEP Beylerbeyi (n) 12
17 Kizilhisar (ny 10

TOPLAM 471

(H): Halk elinde bulunan kiigiik isletmeler,  (K): Kamu igletmelerine ait siiriiler

Liess (7)’in bildirdigi yonteme gore titresi he-
saplanan BVD virusun referens susu NADL
(100DKIDsy:1023/0.05 ml)dan esit hacimde
ilave edildi ve 1 saat 37°C'de % S CO;li etiiv-
de notralizasyona birakildi. FDB hiicre kiiltiird,
ELLA + EMEM (Biochrom Kg, Berlin, Ger-
manvy) + %10 FDS'lu vasat ile 300.000 hiicre/
ml olacak sekilde sulandinldi ve tiim gozlere
0.05 ml konuldu. Mikropleytler 37°C’ye ayarh
%5 CO,li ctiive kaldinlarak 48 saat inkube
edildi. Siire sonunda mikropleytlerin igerigi do-
kiildii ve hiicre yiizeyleri 1/3'lik PBS ile 3 kez
yikandi. Pleytler, gozleri asag1 gelecek sekilde
80°C'de | saat siireyle fikzasyona tabi tutuldu ve
daha sonra hiicre yiizeyleri PBS tweeny ile 1s-
lauldi. Her gozc heterotipik poliklonal BVD
virus  antikorunun  horseradish  peroxidase
(HRP) ile isaretli konjugaundan 0.05 ml ko-
nularak oda sicakhiginda 1 saat bekletildi. Siire
sonunda konjugat ortamdan uzaklastirilarak

hiicre yiizeyleri 1/3'1iik PBS ile 3 kez yikand1.
Testin degerlendirilmesi igin her goze 0.1 M
Asctat tamponu (pH 5.0) iginde hazirlanan
substrattan  (3-amino 9-ctil karbazol / AEC)
0.05 ml konuldu ve oda sicakliginda 30 dakika
inkubasyonu takiben reaksiyon su ile dur-

duruldu. Test, pleyt gozlerinin doku Kkiltiirt
mikroskobunda (Olympus,Tokyo,Japan)  in-
celenmesi ile degerlendirildi.

Serum Notralizasyon (SN) Testi: Serum
notralizasyon testi, Frey ve Liess (7) tarafindan
bildirilen yontemc gore yapildi. Her serum nu-
munesinin 1/5lik sulandirmalan hazirlandiktan
sonra 96 gozli mikropleytlerin 2'ser goziine
0.05 ml konuldu. BVD virusun sitopatojen re-
ferens susu olan NADL, yine aym aragtinicilar
(7) tarafindan bildirilen yontemle  titresi
(100DKIDso:  102Y%/ml) hesaplandiktan sonra
her goze esit hacimde serum ornekleri lizerine
ilave edildi. Mikropleytler 37°C, % 5 CO2’h
etiive kaldinldi ve 1 saat notralizasyona bi:
rakildi. Siirc sonunda fotal dana bobrek hiicre
kiiltiirii ELA + EMEM + %10 FDS' lu vasat ile
300.000 hiicre/ml olacak sekilde sulandirildi ve
tim gozlere 0.05 ml konuldu. Mikropleytler
37°C, % 5 CO2’li etiive kaldinldr ve virus
kontrol i¢in ayrilan gozlerde cpe tesbil edi-
linceyc kadar (3-4 giin) inkubc edildi. Hiic-
relerde meydana gelen morfolojik degisiklikler
doku kiiltiirii mikroskobu ile degerlendirildi.




[N
W
S

Bulgular

BVD virus spesifik antikorlann varlifini
tespit etmek amaciyla drneklenen 471 adet siit
siginmn serum orneklerine uygulanan NPLA
testi sonucunda 456 adet (% 96.8) sigirda sc-
ropozitiflik saptandi. Aym hayvanlanin serum
orneklerine uygulanan SN testi sonucunda isc,
373 adet (79.2) sigir seropozitif olarak tespit
edildi. Isletmelere gore saptanan seroprevalans
degerleri Tablo 2.’de gosterildi. -

Seropozitif olarak  degerlendirilen 456
adet serum orneginin 373 adedi (% 79.2) hem
NPLA, hem de SN testi ile seropozitif olarak
tespit edilirken, 83 adet (% 17.6) serum Ornegi
yalmzca NPLA testi ile seropozitif olarak sap-
tandr. Onbes adet (% 3.18) serum &rnedi ise her
iki test sonucunda da seronegatif olarak de-
Scrlendirildi (Tablo 3).

Tartisma ve Sonug

Bu arastirmada, sigirlarda BVD virus en-
fcksiyonuna karsi spesifik nétralizan  an-
tikorlarin varligim tespit etmek amaciyla top-
lanan 471 adet scrum ornegine NPLA ve SN
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testleri uygulandi. NPLA testi sonucunda 471
adet scrum orneginin 456 adedinde (% 96.8)
antikor varh tespit edildi. Aym serum Or-
neklerine uygulanan SN testinde ise 373 adet
(% 79.2) scrum Ornegi scropozitif olarak sap-
tandi. Siiriiler bazinda NPLA testi ile BVD
virusuna karg: seropozitifligin  %80-%100 ara-
sinda oldugu, bu oranin SN testinde ise % 14.3-
%100 arasinda degisim gosterdigi belirlendi.
NPLA testi ile seropozitif olarak tespit edilen
83 adet (%17.6) scrum Ornedi SN testinde se-
roncgatif olarak degerlendirildi. Onbes adet
(%3.18) serum 6megi hem NPLA hem de SN
testinde seronegatif olarak tespit edilirken, 83
adet serum ornegi her iki test sonucunda fark-
Liliklar gosterdi ve bu iki test arasinda %17.6
(83/471) fark/uyumsuzluk oldugu goriildii. Top-
lam 388 serum 6rnegi ise her iki testte de ayn
sonucu verdi. Bu da her iki test sonuclari ara-
sinda %82.4 (388/471) oraninda uyumluluk ol-
dugunu gostermektedir.

NPLA testi tle SN testi arasindaki bu fark/
uyumsuzluk her iki test prosediirii arasindaki
farkliliktan ve testi degerlendirme kriterlerin-
den kaynaklanmaktadir. NPLA testinin de-
gerlendirilmesi 3. giinde yapilirken, test goz-

Tablo 2. Test edilen siriilerde NPLA ve SN ile tespit edilen BVDV seroprevalans degerleri.
Table 2. BVDYV scroprevalence in the herds using NPLA and SN assays.

isletme Orneklenen NPLA SN
No Serum Sayisi AK(+) % AKk(+) %
01 26 26 100.0 16 61.5
02 28 23 82.1 4 14.3
03 70 70 100.0 69 98.6
04 26 23 88.5 21 81.0
0s 22 22 100.0 22 100.0
06 13 12 92.3 11 84.6
07 12 10 33 8 66.6
08 19 19 100.0 19 100.0
09 21 21 100.0 21 100.0
10 32 31 96.9 21 65.6
I 31 30 96.8 30 96.8
12 100 100 100.0 71 71.0
13 14 14 100.0 13 92.8
14 21 21 100.0 21 100.0
15 14 14 100.0 14 100.0
16 12 12 100.0 8 66.6
[ 17 10 8 80).0 4 40).0
u‘()p\am 4n 456 96.8 373 79.2
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Tablo 3. Orneklenen siiriilerde NPLA ve SN test sonuglarimn kargtlagtinimasi.
Table 3. Comparison of the results of NPLA assay and SN test.

isletme Orneklenen Ak(+) Toplam NPLA AK(+) NPLA AK(+) NPLA Ak(-)
No Serum sayisi Serum sayisi SN AK(+) SN AK(-) SN AK(-)
01 26 26 16 10 -
02 28 23 4 19 S
03 70 70 69 1 -
04 26 23 21 2 3
05 22 22 22 - -
06 13 12 11 | |
07 12 10 8 2 2
08 19 19 19
09 21 21 21 - -
10 32 31 21 10 |
1 3] 30 30 - 1
12 100 100 71 29 -
13 14 14 13 1 -
14 21 21 21 - -
15 14 14 14 -
16 12 12 8 4 -
17 10 8 4 4 2

Toplam 471 456 373 83 15

(% ) 96.8 79.2 17.6 3.18
lerinde hiicre i¢i viral antijenin tesbiti ko- NPLA testi ile SN testi arasindaki farky/

layhikla yapilabilmekte, tek bir enfekte hiicrenin
dahi goriilmesi o numunenin scronegatif olarak
degerlendirilebilmesi i¢in yeterli olmaktadir.
SN testinde ise degerlendirmenin yapilabilmesi,
testte kullamlan cp referens BVD virusun si-
topatolojik ctkisini gostermesine bagh olmakita,
bu da testin degerlendirilme siiresini uzat-
maktadir. SN testinde, hiicrelerde meydana
gelen patolojik degisiklikler doku kiiltiirii mik-
roskobu ile tesbit edildiginde o drnek test pro-
sediiric geregi  seronegatif  olarak  de-
gerlendirilmektedir. Bu da sitopatolojik etkinin
gorlilebilmesi ve testin  degerlendirilebilmesi
i¢in siirenin gecikmesine neden olmaktadir. SN
testinin ‘bir baska dezavantaj, hiicrelerde mey-
dana gelen morfolojik degisikliklerin yalnizca
virusun varhgina bagh olarak mcydana gel-
memesi, farkhh birtakim faktorlerden kay-
naklanabilecek  morfolojik degisikliklerin de
viral cpe olarak degerlendirilebilmesidir. Testi
degerlendiren aragtiricinin testi okumasindaki
yorum hatast (29), testte kullamlan hiicrelerin
yash olmast (10,22) ve test ornegi iginde bu-
lunabilecek toksik etkili substanslardan kay-
naklanabilecek morfolojik hiicre degisiklikleri
viral cpe olarak degerlendirilcbilmekte, bu da

uyumsuzlugu dogurmaktadir. Oysa NPLA tcs-
tinde bu olumsuz faktorlerin higbirisi testin de-
gerlendirilmesinde rol oynamamakta, tek bir
enfekte hiicre bile tesbit cdilebilmektedir.
Gerek testin dcgerlendirme siiresinin kisa ol-
mas1 ve gereksc testin degerlendirilmesindcki
hata paymmin neredeyse hi¢ olmamasi, NPLA
testini, SN testinin Oniine gecirmekte ve onu
daha avantajh hale getirmektedir.

Bu c¢alismanin sonuglarina benzer bir
sonu¢ Hyera ve ark.(15)” min yaptiklan bir ¢a-
Lismada da eldc cdilmis, arastiricilar 425 adet
sigir serumuna  NPLA ve SN testlerini uy-
gulamiglar ve NPLA testi ile % 48 olarak sap-
tanan scropozitiflik oramni, SN testinde % 45
olarak tespit etmislerdir. Aym arastiricilar, de-
neysel olarak BVD virusu ilc intranasal yolla
enfekte ettikleri hayvanlarda nétralizan an-
tikorlarin SN testine oranla NPLA testi ile ¢ok
daha erken saptanabilecegini de bildirmiglerdir.

Bu ¢alisma, aym zamanda Dogu ve Gii-
neydogu Anadolu bolgesi sifirlarinda BVD
virus enfeksiyonunun seroprevalansimi da kap-
saml olarak ortaya koymaktadir. Tiirkiye’'de
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BVD virus enfeksiyonunun varhigina yonclik
cesitli - ¢aligmalar  yapilmistir - (1,4,8,17,26).
Alkan ve Burgu (1) tarafindan yapilan ¢a-
hsmada BVD virus antikorlanmn tespiti igin
SN testi kullamlmis ve 639 adct sifir sc-
rumunun 203 (%31.7) iinde seropozitiflik sap-
tanmgtir.

Gelferd (8) Tirkiye'nin ¢egitli  bol-
gclerinden elde cttigi  serum  Orncklerinde
NPLA testi ile BVD virusuna karst spesifik an-
tikor varh@im % 74 olarak bildirmigtir. Burgu
ve Ozkul (4) S0 adet gebe siginn kan sc-
rumlarina uyguladiklarn SN testi sonucunda, 40
adet (%80) sigirda BVD virusu nétralizan an-
tikor varh@im tespit etmislerdir. Ozkul ve ark.
(26) yapuklan ¢alismada ise, NPLA testi kul-
lanarak Tiirkiye'nin farkli boélgelerinden or-
nckledikleri 538 adet siirin 370 adedinde
(%68.7) seropozitiflik saptamiglardir. Karaoglu
(17), yine aym yontcmle farkli bolgelerden or-
nekledigi 183 adet sigir scrum orncginin 136
adedinde (%74.3) BVD virus antikoru tespit ct-
mislir.

Gerek bu arastirmada elde edilen scrolojik
bulgular ve gerckse Tiirkiye’de bu konuda ¢a-
lisma yapmig diger aragtiricilann (1,4,8,17,20)

elde cuuikleri  serolojik  veriler tlkemizde
BVDV enfeksiyonunun yaygin  olarak go-
rilldiigiinit ve hayvanlann biiyiik boliimiiniin se-
ropozitif oldugunu ortaya koymaktadir. Bir sii-
riide yiiksek diizeyde seropozitifligin tespit
edilmesi o siirii iginde persiste enfekte hay-
vanlarin varhgini diigindiirmekte ve persiste
cnfekte hayvanlarnin varh@ ise siirii i¢inde yiik-
sck diizcyde BVD virus prevalansina neden ol-
maktadir. Meyling ve ark. (21) yapuklan c¢a-
liymada persiste enfekte hayvanlann bulundugu
siiriilerde BVD virus antikor prevalansini % 87,
persiste enfekte hayvanlann bulunmadify sii-
rillerde ise antikor prevalansim % 43 olarak
saptamuglardir. Harkness ve ark. (12), yaptiklan
serolojik taramalarda | yasin iizerindeki si-
girlanin % 60-80’inin virus notralizan antikor
lasicdigini - gostermiy, bu  kadar yiiksek sc-
ropozitifligin siirtideki persiste enfckte hay-
vanlarin varhgina bagh oldugunu bildirmistir.
Siirii i¢inde bulunan persiste cnfekte hay-
vanlarim transplascntal enfeksiyonlara neden
olabilecegi, bu hayvanlarin siirii icinde bagka
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persistc enfekte hayvanlarin olusmasinda onem-
li rol oynadig1 ve persistc enfekte hayvanlarin
epidemiyolojik onemleri gozoniine alindiginda,
siirii icindcki persiste cnfekte hayvanlarin tes-
bitine ve bu hayvanlann siiriiden uzak-
lastinlmalarina yonelik ¢aligmalarin yapilmas
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmanin
da bir sonucu olarak, siirii i¢inde persiste c¢n-
fekte hayvanlarin tesbitine yonelik olarak ger-
ceklestirilecek proscdiirde NPLA testi daha du-
yarh  olmast ve daha kisa  siirede
degerlendirilebilmesi nedeniyle oncelikli olarak
tercih cdilmelidir. Ancak bu testin uvgulama
olanaginin bulunmadigi durumlarda SN tesu,
stzkonusu dezavantajlan gozoniine alinarak uy-
gulanabilecek serolojik bir yontem olarak 6ne-
rilmektedir.
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