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Persiste enfekte sigirlarda BVDV'nin organ dagilimm
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Ozet: BYDV ile persiste enfekte (PI) sifirlarda virusun organ dagihmimn virolojik olarak arastinldif bu ¢alismada 8 adet Pi
sifirdan ornekienen toplam 75 organ/doku materyali degerlendirildi.  Virus izolasyonu amaciyla peroksidaz bagl antikor tcknigi
(PLA) kullamlds. Akciger. kalp. bobrek, dalak, beyin ve beyincik orneklerinin tamamindan, lenforetikiiler dokularin isc biiyiik bir
¢ogunlugundan virus izolasyonu gergeklestirildi. Sindirim sisteminden alinan gesitli 6rncklerde BVDV tespiti %50-%87.5 arasinda
belirlendi. Degerlendirilen bir ovaryumda enfektif virus varliga saptandi. Buna kargin, uterus érnegi BVDV yoniinden ncgauf olarak
degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: BVDV . organ dagihm, persiste enfcksiyon, siir

The distribution of the bovine viral diarrhea virus in tissue samples from persistently infected cattle

Summary: In this study, tissue distribution of BVD virus was invesligated virologically in 75 tissuc/organ samples from 8§
persistently viremic cattle. For this purpose. peroxidase linked antibody assay (PLA) was uscd. BVD virus was detected from all
samples of lung, kidney, splecn, heart, cerebrum and cercbellum, as well as from various lymph nodes. Virus was detected in 71% of

liver samples. The detection rate of BVD virus from various parts of alimentary tract range between 50% and 87.5%. One sample of

ovarium was found to be infected. Virus was not detected in one uterus sample.

Key words: BVDV. cattle. organ distribution, persistent infection

Girig

Bovine viral diarhca (BVD) cnfcksiyonu, sigirlarda
sindirim sistemi cnfcksiyonu ve transplasental enfeksi-
yonlar sonucu gelisen reprodiiktif performans disiklig-
ne bagh olarak ¢nemli ckonomik kayiplara neden olmak-
tadir. Klinik beldekler subklinik enfeksiyondan &liimctil
mucosal disease (MD)’e kadar degisen bir seyir izler
(1,6,13,22,29).

Bovine viral diarrhca virus (BVDV) Flaviviridae fa-
milyasimin Pestivirus genusunda yer almaktadir. Etken
serolojik olarak tek tip olmasima karsgin, biyotipik olarak
iki farklr karakter sergiler. Bunlar; hiicre kiiltiiriinde mor-
folojik degisimler olugturarak lreyen sitopatojen (cp) bi-
yotip ve herhangi bir degisiklik olusturmadan {ireyen si-
topatojen olmayan (ncp) biyotiplerdir. Biyotipler arast
iligkinin enfeksiyonun seyri ve patogenezinde belirleyici
rol oynadi@1 bir¢ok arastiric tarafindan ortaya konulmusg-
tur (7.24).

Immunkompetensin gelisimi 6ncesinde (fotal ya-
samin 125, gilinlinden once) ncp BVD virus ile enfekte
olan fotusta, BVDYV biinyclesmekte ve virus biitiin f6tusa
yayilmaktadir. Bunun sonucu olarak, BVD virusu ile en-
fekte olarak dogan immuntolarant bircyler "persiste en-
fekte (PI)" olarak tanmimlanirlar. Persiste enfekte hay-
vanlarda postnatal yagamda da varligim1 devam ettiren
virus, ¢ogunlukla oral, nazal ve genital sekresyonlar ile
ctrafa sag¢ilmakta, ayrica gebe kalma ¢agina ulasan hay-

vanlarda vertikal olarak yavruya aktarilabilmektedir. Bu
nedenle, persiste viremik bireyler, BVD virus enfeksiyo-
nunun epidemiyolojisinde en dnemli kaynag olugtururlar
(2,8,12.21).

Persiste viremik hayvanlann epidemiyolojik rolii
izerine yapilan ¢alismalar, kan, okiler ve nazal swap or-
neklerinden ctken tespiti (2.8), immunohistokimyasal ¢a-
hsmalarla ctkenin organ ve hiicre duyarhihigimin belirlen-
mesi (10-12,19,20) ile persiste enfekte hayvanlann bulun-
dugu siiriiferde gelisen subklinik/akut enfcksiyonlar ve
sonuglan (8.21,27) iizerinedir. Bu ¢aligmalarin tiimi per-
sistc enfekte hayvanlarin bulunduklan siiriiler i¢in po-
tansiyel bir risk oldugunu ortaya koymustur.

Bu arastirmada, 8 persiste enfckte sigirda BVD
virusun organ da@ilmmi virolojik olarak aragtunlnug ve
clde edilen veriler BVD virus enfeksiyonunun epidemiyo-
lojisi ve patogenezinin arasunldigi ¢alismalar ile kar-
stlastinlarak degerlendirilmigtir.

_ Materyal ve Metot

Materyal

Orneklener hayvanlar ve virus izolasyon materyal-
leri: Aragtirmada, cn az 3 hafta ara ile ahnan iki kan ¢r-
neginde BVD virus tespitine dayanilarak persiste enfekte
olduklari belirlenen ve bu nedenle .isletme yetkilileri ta-
rafindan siiriiden ¢gikartilan 8 s1dira ait otopsi materyalleri
(karaciger, bobrek, dalak, akciger, kalp. ovaryum. rumen,
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utcrus. kalin bagirsak. ince bagirsak, omazum. aboma-
7um. beyin. beyincik ve gesitli lenf yumrulart) kullamidi.
S67 konusu 8 PI sigirdan saglanan toplam 75 adet organ
materyali kisa stirede laboratuvara nakledildi ve yontemi-
ne uygun olarak hazirlandi.

Bu amagla son konsantrasyonu 1/10 olacak sckilde
PBS i¢inde hazirlanan organ pargalari homojenizatdrin
tiplerine aktarilarak. homojenize edildi. Homojenat 3000
devirde 30 dakika siireyle santriifiij edilerck siipernatant
alind1 ve antibiyotik ilave cdildi.  Sterilite kontroliinii ta-
kiben siipernatant — 80°C’de saklandi.

Hiicre kiiltiirii: Aragnrmada primer ve sckonder
fotal dana bobrek (FDB) hiicre kiiltdiri kullamldi. Hiic-
reler standart yontemle hazirlandi ve kullamma alin-
madan énce. BVD virusu yoniinden PLA testi ile kontrol
edildi. Hiicrelerin tiretilmesinde %10 {6tal dana serumlu
DMEM (Dulbecco’s modified minimal essential me-
dium) kullamld.

Virus: Organ materyallerinde BVD virus antijenle-
rinin belirlenmesi i¢in kullamlan peroksidaz bagh antikor
(PLA) testinde kontrol virus olarak BVD virusun sitopa-
tojen olmayan 0712/ Hannover susu kulamldi.

Konjugar: PLA testinde kullamlan BVD virusa spe-
sifik konjugat. peroksidaz enzimi ile isaretli domuz anti-
BVD virus [eG olup, Ankara Universitesi Veteriner Fa-
kiiltesi Viroloji Anabilim Dal’nda hazirlandi.

Metot

Virus izolasyonu: BVD virus izolasyonu amaciyla
organ ornckleri FDB hiicre kiiltiiriine adsorbsiyonsuz
yontemle inokule edildi. Ertesi glin vasal degistirilen
kiilttirler. 37°C’de 5 giin inkiibasyonu takiben -80°C’de
dondurulup-¢ozdiiriildii ve clde edilen kiiltiir stvilan PLA
testinde BVD virus antijeni tespiti amaciyla kullamldi.

Peroksidaz bagh antikor testi (PLA): Test Hyera ve
ark.(16)"nin bildirdigi yonteme gore yapildi. Bu amagla,
24 e6zlii test tabletlerinin gozlerine fotal dana bobrek
hiicre siispansiyonundan (100.000 hiicre/ml) 1'er ml ko-
nuldu. Yirmi dort saat sonra, daha énce elde edilmig olan
I. pasaj kiiltir stvilanindan her materyal icin 1 tablet go-
siine 0.1 ml inokule edildi. Tabletlerin %5 CO2'li ctiivde
3 giin siireyle inkiibasyonunu takiben, hiicreler phenol
red icermeyen PBS ile yikandi ve +80°C’de 2 saat siirey-
le fikze edildi. Fikze olan hiicreler tween-20 igeren PBS
icerisinde titresi oraminda (1/100) sulandirilan konjugatla
I saat siireyle oda sicakliginda muamele edildi. Siire so-
nunda 3 kez yikama yapildi ve substrat soliisyonu (3-
amino 9-ctil karbazol+H202) ilave cdildi. Sonuglar doku
kiiltiirti mikroskobunda, kirnuzi kahverengi hiicre igi bo-
yanmann goriilmesi esasina gore degerlendirildi.

Bulgular
Orneklenen 8 PI sigirdan saglanan toplam 75 organ
materyalinden 64'tinde BVD virus varligr saptandi (Tablo 1).
Elde edilen sonuglara gore, karaciger, dalak, bobrek,
akciger. kalp. ovarium. lenf yumrulan (preskapular, bron-
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sial, mediastinal), beyin ve beyincik drneklerinde % 100.
uterus digindaki diger organlarda ise %50-87.5 oramnda
BVDV varligr saptandi. Degerlendirilebilen bir uterus
materyali BVDV yoniinden negatif bulundu (Tablo 1).

Tartigma ve Sonug

Persiste enfekte hayvanlardan saglanan gesith or-
ganlarda ncp BVD virusun varhig ctken izolasyonu ve/
veya immunohistokimyasal caligmalar ile saptanmig ve
bunun sonucunda Pl sigirflarin tasiyricih@r ale baz $is-
temler/organlara (6rn. reprodikuf sistem. akcider) olan
duyarhiligi ortaya konulmustur (2,14.19.20). PI hayvan-
larda BVDV nin organ dagihmi ve etkenin lokalizasyonu,
PI hayvandan virus sagilim yollar, enfekte bireylerde im-
munsupresyon ve ozellikle BVDV enfeksiyonu ile ilgili
reproditktif problemlerin degerlendirilmesine 1sik -t
maktadir.

BVD virusu lenforetikiiler sistemde dirckt tahribat
yaparak ve enfckic ettikleri organlardan immunsupresif
maddelerin salimmina yol agarak lenforetikiiler sistemde
etkili olmakta; bunun sonucunda immunsuprasyona
neden olmaktadir (4,15,17). Bu arasuirmada immun $1$-
tem ile ilgili karaciger, dalak ve gesitli len{ yumrularinda
BVD virusu yiiksek oranda (% 100) saptannustr. Bu bul-
gular ctkenin immun sisteme olan affinitesini bildiren
bir¢ok aragtirmaya (19,20.29) paralcldir.

BVDV ile akut enfekte yada PI gebe sigurlarda 16-
tusun enfeksiyonu abort ya da persiste viremik buzag do-
gumu olgulanna neden olabilmcktedir (4.6.8). Enfekte bi-
reylerden fotusa virus nakli, virusun hematojen yolla pla-
sentay1 gegmesi, genital mukoza yoluyla girip amniyonu
gegmesi ve ovaryumlardaki gamctlerin enfeksiyonu so-
nucu gelisebilmektedir (11,26,28).

Fray ve ark.(11) ovarium oocyUerinde BVDV lo-
kalizasyonunu aragurdiklar ¢ahgmalaninda: primer ve se-
konder oocytlerde BVD viral antijenlerinin varhdinm sap-
tanmasimin persistc  enfekie  bireylerin yenl o persisle
enfekte yavrular dogurmasinda gnemli oldugunu  bil-
dirmiglerdir. Fredriksen ve ark. (12) PI hayvanlarda yap-
uklan arasurmalarinda ovaryum, uterus. plasentom ve
fistal membranlarda BVDV spesifik antijenler saptanuglar
ve ayrica bu hayvanlann fotuslarina ait dalak, karaciger.
akciger ve bagirsak 6reklerinde antijen lokalizasyonunu
ortaya koymuslardir. Arasuricilar (12). ayrica ache hay-
vanlarin uteruslarinda  gebe  olmayanlara oranla  daha
yogun antijen saptadiklarini ve buna gore gebehigin ute-
rusta virus ¢ogalmasimi tesvik edici bir fakior oldugunu
belirtmiglerdir.

Bu arastirmada her ne kadar reprodiikuf sistene all
organlardan sadece bir uterus ve bir ovarium ornedi de-
gerlendirilebilmis ise de, BVDV varhginin uterusta sap-
tanmanug olmastma kargin, ovaryumdan tespiti tizerinde
durulacak bir bulgudur. Uterus ornegi degerlendirilen |
no’lu hayvamn gebe olmadigr tespit edilmigtir. Bu hay-
vanin ovaryum drneginden virus izole cdilirken uterus or-
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Tablo 1. Organ matcryallerinde BVD virus izolasyonu ve oranlar1.
Table 1. The rate of the BVD virus detection in sampling tissue.

Hayvan no %
Organ } 2 3 4 5 6 7 8 Materyal sayisi
) (BVDV(+)/ Top.)
Karaciger + - + + + + 71
(35/7)
Bobrek + + + 100
(373
Dalak + + + + + + + + 104)
(8/8)
Akciger + + + + + + + 100
(7/7)
Kalp + + + + + 100
(575)
Kahn bagirsak + + + 6()
(3/3)
Incc bagirsak + - - + + + + - 62
(5781
Omazum + + 100
(272
Rumen - + 50
(1/72)
Abomazum - + 50
(172)
Ovaryum + 100
(171)
Mezenterik LY + + + + + + + 87.5
(77/8)
Intramammar LY + + 100
(2/72)
Mcdiastinal LY + + + + + + + 100
(777)
Brongial LY + + 100
(2/2)
Uterus 0
(0s1)
Preskapuler LY + 100
(171)
Beyin + + 100)
(2/72)
Beyincik + + 100
(2/72)
TOPLAM 85
(H4/75)

(+) : BVD Ag pozitif
(-) : BVD Ag negatif
LY : Lenf yumrusu

ncginden izolasyon yapilamanug olmasi, uterusta virus-

iremesini aktive edict bir faktor olan gebelifin s6z ko-
nusu olmamasina bagh olabilir. Diger taraftan izolasyon
¢aligmalarinda olumlu sonu¢ ahnmanug olmasina rag-
men., doku kesitlerinde immunhistokimyasal ¢alismalarla
virusa 6zgiin anttjenlerin ortaya konulabilmesi de miim-
kiin olabilir.

Bunlardan baska norolojik bozukluklar ile dogan
buzagilarin beyin, deri, bobrek, karaciger, dalak, testis ve
spinal kordlaninda, keza okiilo-serebellar semptomlarla
dogan buzagilann ¢esitli dokulannda da BDV antijeni
lespiti bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmigtir (26,28).
Merkezi sinir sisteminde ‘yapilan immunohistokimyasal

¢aligmalar ise noronlann enfeksiyonunu ortaya koymak-
tadir (10,14). Bu ¢alismada da iki persistc enfekte bircye
ait beyin ve beyincik materyalleri degerlendirilmis olup,
materyallerin timiinde BVDYV varligi belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendinildiginde; akciger,
kalp, ovarium, beyin, beyincik gibi organlarin tamamin-
dan virus izolasyonu yapildig goriilmektedir. Buna kar-

sin, omazum hari¢ sindirim sistemine ait organlarda virus
1izolasyonu oram %50-62 olarak saptannustir.

Liebler ve ark. (18) deneysel MD olgularinda ba-
girsaklarda cp ve ncp BVDYV antijenlerinin dagilimlarin
histokimyasal olarak incelemisgler ve persiste enfcksiyon
olgularinda bagirsaklanin tamaminda ve iliskili dokularda
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mucosal disease’e gore oldukga seyrek diizeyde antijen
varliginin soz konusu oldugunu bildirmislerdir. Bu aras-
urmada elde edilen virolojik sonuglar Liebler ve ark.
(18)’min bulgulanm desteklemckle birlikte, BVD virusun
szellikle kan dolasgiminin yogun oldugu doku veya or-
ganlarda daha sikhikla lokalizasyonunu da ortaya koy-
mustur.

Sigir populasyonunda persiste enfeksiyonlann orant
kesin olarak bilinmemcktedir. Bununla beraber, sigirlarda
persiste enfcksiyonlarin orani %1-2 olarak bildirilmek-
tedir (3,5,8). Ancak, BYDV enfeksiyonuna bagh klinik
tablolarin yogun olarak izlendigi stiriillerde daha yiiksek
persiste enfeksiyon oranlarinin saptandig1 caligmalar da
(27,30) bulunmaktadir. -

Bir siiride BVD scropozitiflik oranina etki eden
onemli faktorlerden birisi persiste viremik hayvanlarin
varligjadir (21). Meyling ve ark. (21), siiriide bulunan vi-
remik bireylerin siirideki duyarh hayvanlarda yiiksek
oranda immun yamt olugumuna sebep oldugunu bil-
dirmislerdir. Mocrman ve ark. (23) ise yapuiklan genig
kapsamli cpidemiyolojik aragtirmalarinda; biiyiik bir
siit¢ii stirideki hayvanlann 4 yil boyunca BVD virus yo-
niinden seroncgatif olduklanmin saptandigini, ancak st-
riiye persiste viremik bir hayvanin girmesini takip eden 2
yil i¢inde siiriiniin %85’ inin enfeksiyonla tamgtifini ve
siiride ¢ok yiiksek oranlarda persiste viremik buzag do-
gumlarinin  gdzlemlendigini bildirmiglerdir. Burgu ve
ark.(9)’nin cahsmalarinda da PI hayvan varligy saptanan
siiriilerde %78.6-82.1 seropozitiflik saptanirken, PI hay-
van saptanmayan igletmede seropozitiflik oram %7.7 ola-
rak belirlenmigtir.

Pl bireylerin kauldigr siirilerde yiiksek seropozi-
tiflik tespiti ile klinik ya da subklinik enfeksiyonlann ge-
lismesi ve bu enfeksiyonlarin sonuglan (abort, anomalili
dogum) bu bireylerin yogun olarak sckret ve ekskretleri
ile virus sagiginin agik gostergesidir. Nitekim, bu durum
nasal ve okular swap orneklerinden ctken izolasyonu ile
ortaya konulmugtur (2). Ayrica, immunohistokimyasal
cahsmalarda 6zellikle solunum sistemi organlarinin epi-
tel hiicrelerinde etken varliginmin yiiksck oranda saptanmig
olmasi da sisteme ilgili sekret ve eksretler ile virus sa-
¢ilinina igaret etmektedir (19). Bu- cahsmada kullanilan
akciger orneklerinin timiinde BVDV saptanmug olmasi
akcigerlerin etkenin 6nemli lokalizasyon bolgelerinden
oldugunu ve dolayisiyla solunum sekretlerinin dnemini
bildiren arastuncilarin (2) bulgulan ile paralellik gos-
termektedtr.

BVD virusun organ lokalizasyonuna ilgili ¢aligma-
Jarin ¢ogunlugu immunohistokimyasal aragtirmalardir.
Immunohistokimyasal ¢aligmalar organ lokalizasyonu ya-
msira virusun affiniteli oldugu hiicreleri de ortaya koy-
maktadir (14,18,19,25). Bu ¢ahgmada ise organ ma-
teryallerinden virus izolasyonuna ilgili olarak BVD
virusun organ dagihmlan belirlenmis olup, bulgular im-

munohistokimyasal ¢aligmalarin sonuglan ile paralellik

gostermigtir. Bununla birlikte, ctkenin kan hiicrelerinden
yiiksek oranda saptanabiliyor olmas1 ve tim dokularda
kanin sirkiile oldugu ger¢egi gozden uzak tutulmamalidir,

Sonug olarak, bu arastirmada persiste enfekte hay-
vanlarda BVD virusun organ dagilim virolojik olarak or-
taya konulmug ve elde edilen bulgulara gore Pl hay-
vanlarin BVD enfeksiyonunun epidemiyolojisindeki rolii
degerlendirilmigtir. Bu hilgiler 118inda suriilerdeki bi-
reylerin BVD virusla persiste enfeksiyon yontinden kont-
rollerinin yapilmas: ve Pl bircylerin siiriiden ¢ikartilmas
onerilmektedir. Bundan bagka, degigik sistemlere ilgili
problemleri  (fertilite problemli, solunum sistemi  ¢n-
fcksiyonu bulgulan gosteren) olan hayvanlarda yapilacak
virolojik ya da immunohistokimyasal galigmalarin, bu ol-
gularin olusumunda BVD virus enfeksiyonunun (akut en-
feksiyon/PI enfeksiyon) rolii ve patogenezine 1lgili ve-
rileri detayh olarak ortaya koyacagin belirtmekte yarar

goriilmektedir.
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