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Persİste enfekte sığırlarda BVDV'nİn organ dağılımı
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Özet: BVDV ilc persiste enfekte (PI) sığırlarda virusun organ dağılımının virolojik olarak araştırıldığı bu çalışmada ıl adet rı
sığırdan örneklenen toplam 75 organ/doku materyali değerlendirildi. Virus izolasyomı amacıyla peroksidaz bağlı antikor tekniği
(PI.A) kullanıldı. Akciğer. kalp. böbrek. dalak. beyin ve beyincik örneklerinin tamamından. lenforetiküler dokuların ıse bıiyiik bir
çoğunluğundan virus izolasyonu gerçekleştirildi. Sindirim sisteminden alınan çeşitli örneklerde BVDV tespiti %50-%R7.5 arasında
belirlendi. Değerlendirilen bir ovaryumda enfektif virus varlığı saptandı. Buna karşın. ıııerus örneği BVDV yöıııinden negalIf olarak
değerlendirildi.

Anahtar kelimeler: BVDV. organ dağılımı. persiste enfeksiyon, sığır

The distribution of the bovine viral diarrhca virus in tissue samples from pcrsistcntly infccted eattle

Summary: In this study, tissue distribution of BVD virus was investigated virological1y in 75 tissue/organ samples rrom ıl
persistently viremie eattle. for this purpose.peroxidase linked antibody assay (PLA) was used. BVD virus was deteeted from all
sal1lples of lung. kidney, spiccıl. heart. cerebrıım and eerebel1um. as well as from various Iymph nodes. Virus was deteeted in 71 % of
liver saıııples. The detection rate of BVD virus from various parts of alimentary tract range between 50% and ıl7.5%. One sample of
ovarıum was found to be infected. Virus was not detected in one uterus sample.

Kcl' words: BVDV. eattle. organ distribution, persistent infection

Giriş
Bovine viral diarhea (BVD) enfeksiyonu, sığırlarda

sindirim sistemi enfeksiyonu ve transplasental enfeksi-
yonlar sonucu gelişen reprodüktif performans düşüklüğü-

ne bağlı olarak önemli ekonomik kayıplara neden olmak-
tadır. Klinik beldekler suhklinik enfeksiyondan ölümcül

mucosal disease (MD)' e kadar değişen bir seyir izler
(ı ,6, 13,22,29).

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) Flaviviridae fa-
milyasının Pestivirus genusunda yer almaktadır. Etken
serolojik olarak tek tip olmasına karşın, biyotipik olarak
iki farklı karakter sergiler. Bunlar; hücre kültüründe mor-
folojik değişimler oluşturarak üreyen sitopatojen (ep) bi-
yotip ve herhangi hir değişiklik oluşturmadan üreyen si-
topatojen olmayan (ncp) hiyotiplerdir. Biyotipler arası

ilişkinin enfeksiyonun seyri ve patogenezinde belirleyici
roloynadığı birçok araştırıcı tarafından ortaya konulmuş-
tur 0.24).

lmmunkompetensin gelişimi öncesinde (fötal ya-
şamın i25. gününden önce) ncp BVD virus ile enfekte
olan !'ötusta, BVDV hünyeleşmekte ve virus bütün fötusa

yayılmaktadır. Bunun sonucu olarak, BVD virusu ile en-

fekte olarak doğan immuntolarant bireyler "persiste en-
fekte (PI)" olarak tanımlanırlar. Persiste enfekte hay-

vanlarda posınatal yaşamda da varlığını devam ettiren
virus, çoğunlukla oral, nazal ve genital sekresyonlar ile
etrafa saçılmakta, ayrıca gehe kalma çağına ulaşan hay-

vanlarda vertikal olarak yavruya aktarılahilmektedir. Bu

nedenle, persiste viremik bireyler, BVD virus enfeksiyo-

nunun epidemiyolojisinde en önemli kaynağı oluştururlar
(2,8,12,21).

Persiste viremik hayvanların epidemiyolojik rolü
üzerine yapılan çalışmalar, kan, okülcr ve nazal swap ör-
neklerinden etken tespiti (2,8), immunohistokimyasal ça-
lışmalarla etkenin organ ve hücre duyarlılığının helirlen-
mesi (10- i2,19,20) ile persiste enfekte hayvanların hulun-
duğu sürülerde gelişen suhklinikJakut enfeksiyonlar ve
sonuçları (8.21,27) üzerinedir. Bu çalışmaların tümü per-
siste enfekte hayvanların hulundukları sürüler içiıı po-
tansiyel bir risk olduğunu ortaya koymuştur.

Bu araştırmada, 8 persiste enfekte sığırda BVD
virusun organ dağılımı virolojik olarak araştırılmış ve

elde edilen veriler BVD virus enfeksiyonunuıı epidemiyo-
lojisi ve patogenezinin araştınıdığı çalışmalar ile kar-
şılaştırılarak değerlendirilmiştir.

Materyal ve Metot
Materyal

Önıeklenen-/wyv(//ıl({r ve virus i~lılll.lY()1l I//(/teryol-
leri: Araştırmada, en az 3 hafta ara ile alınan iki kan ör-

neğinde BVD virus tespitine dayanılarak persiste enfekte
oldukları belirlenen ve bu nedenleişletme yetkilileri ta-
rafından sürüden çıkartılan 8 sığıra ait otopsi materyalleri
(karaciğer, höhrek, dalak, akciğer, kalp. ovaryum. rumen,
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uıerus. kalın bağırsak. ince bağırsak, omazum. aboma-
/Um. beyin. beyincik ve çeşitli lenf yumruları) kullanıldı.
Söz konusu H PI sığırdan sağlanan toplam 75 adet organ
materyali kısa sürede laboratuvara nakledildi ve yöntemi-

ne uygun olarak hazırlandı.
Bu amaçla son konsantrasyonu 1110 olacak şekilde

PBS içinde hazırlanan organ parçaları homojenizatörün
tüplerine aktarılarak. homojenize edildi. Homojenat 3000
devirde 30 dakika süreyle santrüfüj edilerek süpernatantı
alındı ve antibiyotik ilave edildi. Sterilite kontrolünü ta-

kilKn süpernatant - 80°C de saklandı.
Ifiiere kiilriirii: Araştırnıada primer ve sekonder

fötal dana böhrek (I-DB) hücre kültürü kullanıldı. Hüc-
reler standart yöntemle hazırlandı ve kullanıma alın-
madan önce. BVD vinısu yönünden PLA testi ile kontrol
edildi. Hücrelerin üretilmesinde % 10 fötal dana serumlu
DMEM (Dulbecco's modified minimal essential me-

dium) kullanıldı.
Vims: Organ materyallerinde BVD virus antijenle-

rinin helirlenmesi için kullanılan peroksidaz bağlı antikor
(PLA) testinde kontrol virus olarak B VD virusun sitopa-
tojen olmayan 07 121 Hannover suşu kullanıldı.

Koııiııgur: PLA testinde kullanılan BVD virusa spe-
sifik konjugat. peroksidaz enzimi ile işaretli domuz anti-
BVD virus IgG olup, Ankara Üniversitesi Veteriner fa-

kültesi Viroloji Anahilim Dalı'nda hazırlandı.

Metot
Vims iZ.lIl({syIıIıU: BVD virus izolasyonu amacıyla

organ örnekleri FDB hücre kültürüne adsorhsiyonsuz
yöntemle inokule edildi. Ertesi gün vasatı değiştirilen
kültürler. ::17üC de 5 gün inkübasyonu takiben -HOüC de
dondurulup-çö/dürüldü ve elde edilen kültür sıvıları PLA
teslinde BVD virus antijeni tespiti amacıyla kullanıldı.

Peroksidm l)(l/iii ({Ilrikıır resri (PLA): Test Hyera ve
ark.( 16)'nın hildirdiği yiinteme göre yapıldı. Bu amaçla,
24 gözlü test labletlerinin gözlerine fötal dana böbrek
hücre süspansiyonundan (I 00.000 hücreımı) I' er ml ko-
nuldu. Yirmi dört saat sonra, daha önce elde edilmiş olan
I. pasaj kültür sıvılarından her materyal için 1 tablet gö-
ıüne O, i ml inokule edildi. Tabletlerin (l1r.5 C02'li etüvde
3 gün süreyle inkübasyonunu takiben. hücreler phenol
red içermeyen PBS ile yıkandı ve +HO°Cde 2 saat sürey-
le fikze edildi. fikl.e olan hücreler tween-20 içeren PBS
içerisinde titresi oranında (11100) sulandırılan konjugatla
i saat süreyle oda sıcaklığında muamele edildi. Süre so-
nunda 3 kez yıkama yapıldı ve substrat solüsyonu 0-
ilmino l)-etil karbal.Ol+H202) ilave edildi. Sonuçlar doku
kültürÜ mikroskobunda. kırmızı kahverengi hücre içi ho-
yanmanın görülmesi esasına göre değerlendirildi.

Bulgular
Örneklenen 8 PI sığırdan sağlanan toplam 75 organ

materyalinden 64'linde BVD virus varlığı saptandı (Tablo I).
Elde edilen sonuçlara göre, karaciğer. dalak, höbrek,

akciğer. kalp. oyarium. lenf yumruları (preskapular, hron-

şial. mediastinal), beyin ve beyincik örneklerinde 'ı, 100.
uterus dışındakj diğer organlarda ise %50-H7.5 oranında
BVDV varlığı saptandı. Değerlendirilchilen bir utCl"US

materyali B VDV yönünden negatif hulundu (Tablo ı).

Tartışma ve Sonuç
Persiste enfekte hayvanlardan sağlanan çeşitli or-

ganlarda nep B VD virusun varlığı etken i/ol"syonu \el
veya immunohistokimyasal çalışmalar ile sapıanıııış ve
hunun sonueunda PI sığırların taşıyıcılığı ile haıı sis-
temlerlorganlara (örn. reprodüktif sistem. akciğer) olan
duyarlılığı ortaya konulmuştur (2,14.19.20). PI hayvan-
larda BVDV'nin organ dağılımı ve etkenin lokalizasyonu,
PI hayvandan virus saçılım yolları. enfekte bireylcrde im-
munsupresyon ve özellikle BVDV enfeksiyonu ile ilgili

reprodüktif problemlerin değerlendirilmesine ışık tut

maktaelıf.
BVD virusu lenforetiküler sistemde direkt tahrihat

yaparak ve enfekte ettikleri organlardan immıınsııpresif
maddelerin salınımına yol açarak lenforetikUlel sistemde
etkili olmakta; bunun sonucunda immunsuprasyona
neden olmaktadır (4,15.17). Bu araştırmada immun sis-
tem ile ilgili karaeiğer. dalak ve çeşitli lenf yumnılannda
BVD virusu yüksek oranda ('le i00) saptanmıştır. Bu bul-
gular etkenin immun sisteme olan affinitesini hildiren

birçok araştırmaya (19.20.29) paraleldir.
BVDV ilc akut enfekte yada PI gebe sığırlarda fö-

tusun enfeksiyonu abmt ya da persiste viremik huzağı do-
ğumu olgularına neden olabilmektedir (4.6.1:\). Enfekte bi-
reylcrden fötusa virus nakli, virusun hematojen yoııa pla-
sentayı geçmesi, genital mukoza yoluyla girip amniyonu
geçmesi ve ovaryumlardaki gametlerin enfeksiyonu so-

nucu gelişebilmektedir (11.26.28).
Fray ve ark.(ll) ovarium oocytlerinde BVDV 10-

kalizasyonunu araştırdıkları çalışmalarında: primer ve se-
konder ooeytlerde BVD viral antijenlerinin varlığının sap-
tanmasının persis!e enfekte bireylerin yeni persiste
enfekte yavrular doğurmasında önenıli olduğunu hil-
dirmişlerdir. Fredriksen ve ark. (12) PI hayvanlarda yap-
tıkları araştırmalarında ovaryum, uterus. plasentom ve
fötal membranıarda BVDV spesifik antijenlcr saptamışlar
ve ayrıca bu hayvanların mtuslarına ait dalak. karaciğer.
akciğer ve bağırsak örneklerinde antijen loblizasyonunıı
ortaya koymuşlardır. Araştırıcılar (12). aynca gehe hay-
vanların uteruslarında gebe olmayanlara oranla daha
yoğun antijen saptadıklarını ve buna göre gebeliğin ute-
rusta virus çoğalmasım teşvik edici hir fakıör olduğunu

belirtmişlerdir.
Bu araştırmada her ne kadar reprodUktif sisteme aiı

organlardan sadece bir uterus ve hir ovarium örneği de-
ğeriendirilebilmiş ise de, BVDV varlığının ulerusta sap-
tanmamış olmasına karşın. ovaryumdan tespiti üzerinde
durulacak bir bulgudur. Utenıs örneği değerlendirilen ı
no'lu hayvanın gehe olmadığı tespit edilmıştir. Bu hay-
vanın oyaryum örneğinden virus izole edilirken uterus ör-



Ankara Üniv Vet fak Derg, 48,2001 i ı 3

Tablo i. Organ materyallerinde BYD virus iwlasyonu ve oranları.
Table i. The rate of the BYD virus detection in sampling tissue.

Hayvan no (¥t-)

Organ 2 3 4 5 6 7 8 Materyal sayısı
(BYDY(+) / Top.)

Karacij:;er + + + + + 71
(5/7 )

Böhrek + + + J(){ )

( 313)
Dalak + + + + + + + + J(){)

(8/8)
Akciğer + + + + + + + ıoo

(7/7 )
Kalp + + + + + 100

(S /5)
Kalın bağırsak + + + (ı()

13/ S)
ınce hağırsak + + + + + 62

(S/K)
(lmazum + + 100

(2/2)
Rumen + 50

(i /2)
Abomazum + SO

1//2 )
Oyaryum + 100

(1/] )
Muenterik LY + + + + + + + 87.5

( 7/8)

Intramammar LY + + 100
(2/2 )

\1ediastinal LY + + + + + + + ii){)
(7/7 )

Bron)ıal LY + + 100
(2/2 )

Uterl1s O
( 0// )

Preskapııler LY + 100
( ii / )

Beyin + + 100
(2/2 )

Beyincik + + 100
(2/2 )

TOPL.AM 85
( M/75)

(+) • BYD Ag pozitif
(-) • BYD Ag negatif
LY • Lenf yumrıısu

neğinden izolasyon yapılamamış olması, uterusta virus
üremesini aktıve edici bir faktör alan gebeliğin söz ka-
nusu olmamasına bağlı olabilir. Diğer taraftan izolasyan

çalışmalarında olumlu sanuç alınmamış olmasına rağ-
men. doku kesitlerinde immunhistokimyasal çalışmalarla

virusa özgün antijenlcrin ortaya konulabilmesi de müm-
kün olabilir.

Bunlardan başka nörolojik bazukluklar ile dağan

huzağıların beyin, deri, böbrek, karaciğer, dalak, testis ve

spinal kordlarında, keza aküla-serehellar semptomlarla
doğan buzağıların çeşitli dokularında da BDV antijeni
tespiti birçak araştırmacı tarafından bildirilmiştir (26,28).

Merkezi sinir sistemindeyapılan immunohistokimyasal

çalışmalar ise nöronların enfeksiyonunu artaya koymak-
tadır (10,14). Bu çalışmada da iki persiste enfekte hireye
ait beyin ve beyincik materyalleri değerlendirilmiş olup,
materyallerin tümünde BVDV varlığı belirlenmiştir.

Elde edilen sanuçlar değerlendirildiğinde; akciğer,
kalp, ovarium, beyin, beyincik gibi arganların tamamııı.
dan virus izolasyonu yapıldığı görülmektedir. Buna kar-
şın, omazum hariç sindirim sistemine ait organlarda virus

izolasyanu aranı %50-62 olarak saptanmıştır.
Liehler ve ark. (18) deneysel MD algularında ba-

ğırsaklarda cp ve ncp BVDV antijenlerinin dağılımlarını
histokimyasal alarak incelemişler ve persistc enfeksiyan
olgularında bağırsakların tamamında ve ilişkıli dokularda
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mucosal disease' e göre oldukça seyrek düzeyde antijen
varlığının söz konusu olduğunu bildirmişlerdir. Bu araş-
tırmada elde edilen virolojik sonuçlar Liebler ve ark.
(18)'l11n bulgularını desteklemekle birlikte, BYD virusun
özellikle kan dolaşımının yoğun olduğu doku veya or-
ganlarda daha sıklıkla lokalizasyonu nu da ortaya koy-

muştur.
Sığır populasyonunda persiste enfeksiyonların oranı

kesin olarak bilinmemektedir. Bununla beraber, sığırlarda
persiste enfeksiyonların oranı % 1-2 olarak bildirilmek-
tedir (3,5,8). Ancak, BYDY enfeksiyonuna bağlı klinik
tabloların yoğun olarak izlendiği sürülerde daha yüksek
persiste enfeksiyon oranlarının saptandığı çalışmalar da
(27 ,30) bulunmaktadır. .

Bir sürüde BYD seropozitif1ik oranına etki eden
önemli faktörlerden birisi persiste viremik hayvanların
varlığıdır (2 I). Meyling ve ark. (21), sürüde bulunan vi-
remik bireylerin sürüdeki duyarlı hayvanlarda yüksek
oranda immun yanıt oluşumuna sebep olduğunu bil-
dirmişlerdir. Moerman ve ark. (23) ise yaptıkları geniş
kapsamlı epidemiyolojik araştırmalarında; büyük bir
sütçü sürüdeki hayvanların 4 yıl boyunca BYD virus yö-
nünden seronegatif olduklarının saptandığını, ancak sü-
rüye persiste viremik bir hayvanın girmesini takip eden 2
yıl içinde sürünün %85' inin enfeksiyonla tanıştığını ve
sürüde çok yüksek oranlarda persiste viremik buzağı do-
ğumlarının gözlemlendiğini bildirmişlerdir. Burgu ve
ark.(9)'nın çalışmalarında da PI hayvan varlığı saptanan
sürülerde %78.6-82.1 scropozitiflik saptanırken, PI hay-
van saptanmayan işletmede seropqzitiflik oranı %7.7 ola-
rak belirlenmiştir.

PI bireylerin katıldığı sürülerde yüksek seropozi-
tit1ik tespiti ile klinik ya da subklinik enfeksiyonların ge-
lişmesi ve bu enfeksiyonların sonuçları (abort, anomalili
doğum) bu bireylerin yoğun olarak sekret ve ekskretleri
ile virus saçtığının açık göstergesidir. Nitekim, bu durum
nasal ve okular swap örneklerinden etken izolasyonu ile
ortaya konulmuştur (2). Ayrıca, immunohistokimyasal
çalışmalarda özellikle solunum sistemi organlarının epi-
tcl hücrelerinde etken varlığının yüksek oranda saptanmış
olması da sisteme ilgili sekret ve eksretler ile virus sa-
çılınıına işaret etmektedir (19)..Bu. çalışmada kuıranılan
akciğer örneklerinin tümünde BYDY saptanmış olması
akciğerlerin etkeni n önemli lokalizasyon bölgelerinden
olduğunu ve dolayısıyla solunum sekretlerinin önemini
bildiren araştırıcıların (2) bulguları ile paralellik gös-
termektedir.

BYD virusun organ lokalizasyonuna ilgili çalışma-
ların çoğunluğu immunohistokimyasal araştırmalardır.
lmmunohistokimyasal çalışmalar organ lokalizasyonu ya-
nısıra virusun affiniteli olduğu hücreleri de ortaya koy-
maktadır (14,18,19,25). Bu çalışmada ise organ ma-
teryallerinden virus izolasyonuna ilgili olarak BYD
virusun organ dağılımları belirlenmiş olup, bulgular im-
munohistokimyasal çalışmaların sonuçları ile paralellik

göstermiştir. Bununla birlikte, etkenin kan hücrelerinden
yüksek oranda saptanabiliyor olması ve tüm dokularda
kanın sirküle olduğu gerçeği gözden uzak tutulmamalıdlL

Sonuç olarak, bu araştırmada persiste enfekte hay-
vanlarda BYD virusun organ dağılımı virolojik olarak or-
taya konulmuş ve elde edilen bulgulara göre PI hay-
vanların BYD enfeksiyonunun epidemiyolojisindeki rolü
değerlendirilmiştir. Bu bilgiler ışığında sürülerckki bi-
reylerin BYD virusla persiste enfeksiyon yönünden kont-
rollerinin yapılması ve PI bireylerin sürüden çıkartılması
önerilmektedir. Bundan başka, değişik sistemlere ilgili
problemleri (fertilite problemli, solunum sistemi en-
feksiyonu bulguları gösteren) olan hayvanlardil yapılacak
virolojik ya da immunohistokimyasal çalışmaların, bu ol-
guların oluşumunda BYD virus enfeksiyonunun (akut en-
feksiyon/PI enfeksiyon) rolü ve patogenezine ilgili ve-
rileri detaylı olarak ortaya koyacağını belirtmekte yarar
görülmektedir.
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