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ONSOZ

Bovine viral diarrhea-mukozal hastalik (BVD-MD), sigirlarda ¢ok yaygin olarak
goriilen viral bir hastaliktir ve bovine viral diarrhea virlis (BVDV) tarafindan
meydana gelir. Hastaligin birbirinden farkli iki klinik formu bulunmaktadir. Bu
formlar ¢ogunlukla sporadik, nadiren enzootik seyir gosterir. BVD-MD, diinya
genelinde sigir yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara neden olur. Bu nedenle
yetistiricilerin  BVD-MD’nin  bulagsma yollarmi, risk faktorlerini ve kontrol

Onlemlerini 1yi bilmeleri gerekmektedir.
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OZET

Bovine Viral Diarrhea/Mukozal Disease (Bvd/Md) Uzerine Arastirmalar

Bovine viral diarrhea viriis (BVDV) diinyanin bir¢ok yerinde ¢ok yaygin goriilen
ve sigirlarda ekonomik O6nemi olan viral bir hastaliktir. Bu tez iki kisimdan
olugmaktadir. Birinci kisim; ticari BVDV asisinin kan degerleri {izerine etkisi olup
olmadig1 amaglandi. Kirikkale ili sinirlarinda siit sigirciligi yapilan bir isletmedeki
saglikll 23 buzagi kullanildi. Asinin kan degerleri lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in
asilama Oncesi ve asilama sonrasi birinci ve tigiincli haftalarda kan 6rnekleri alindi ve
incelendi. Elde edilen degerler istatiksel olarak karsilastirildi. Agilamadan onceki ve
asilamadan sonraki ilk haftada kan degerlerinden Hct, Hgb, RBC ve WBC, toplam
Lym, toplam N/Gr ve McHC seviyelerinde diisiis gdzlendi (p<0.005). Asilamadan
once ve asilamadan ii¢ hafta sonraki kan degerlerinden McHC (p<0.007) ve monosit
ylizdesinde artis bulundu (p<0.001). As1 sonrast birinci ve {igiincii hafta
karsilastirildiginda Het, Hgb ve RBC degerlerinde azalma (p<0.005);16kosit, toplam
Lym, toplam N/Gr’de artis saptandi (p<0.005). Asilamanin MCV, MCH, MPV,
toplam monosit, % N/Gr degerleri iizerinde etkisinin olmadig1 goriildii (p=>0.05).
Tiim gruplar aralarinda karsilagtirildiginda Het, Hgb ve RBC’de siirekli diislis
gozlendi (p<0.005). Sonu¢ olarak tek doz asilamanin lenfopeniye yol actigi
gozlenmesine ragmen, asilama sonrasi ELISA sonucunda BVDV 06zgiil antikor
belirlenmemesi diger ¢alismalar ile uyumlu bulundu. Ikinci kisim; Kirikkale ili ve
cevresindeki yedi isletmeden 160 sigir plazmalarindan nested-polimeraz zincir
reaksiyonu yardimiyla BVDV’nin tespiti ve tiplendirilmesi yapildi. Plazma
orneklerinden RNA izolasyonu yapildi ve reverse-transkriptaz ile RNA’lardan cDNA
elde edildi. n-PZR sonucu orneklerin 15 tanesinde (% 9.375) pozitif sonug tespit
edildi. Kan orneklerinde % 1.25 panpesti, % 0.625 BVDV-1la ve % 7.5 BVDV-2
pozitif tespit edildi. Bu tez Kirikkale bolgesinde BVDV-la ve BVDV-2 varligini
gosteren ilk calisma Ozelligini tagimaktadir. BVDV-1 alt gruplarinin ve BVDV-2

suslarinin; uygulanan asilarda birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: ELISA, kan degerleri, pestiviriis, PZR, sigir.



SUMMARY

Investigations on Bovine Viral Diarrhea / Mucosal Disease (BVD / MD)

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) in many parts of the world's very common
and economically important viral disease of cattle. This thesis consists of two parts.
In the first part; commercial BVDV vaccination whether the effect on blood
parameters aimed. A dairy farm in the province of Kirikkale 23 healthy calves were
used to determine the effect on blood parameters of the vaccine before vaccination
and the first and third weeks post-vaccination blood samples were collected and
analyzed. The obtained values were statistically compared between the gropus blood
parameters including Het, Hgb, RBC and WBC, Lym total, total N/Gr and McHC
levels were decreased (p<0.005) at the first week after vaccination, and before
vaccination. Before vaccination and three weeks after vaccination, the percentage of
blood monocytes (p<0.001) and McHC values (p<0.007) were increased. Compared
to the first and third week after vaccination Hct, Hgb and RBC values decreased
(p<0.005); WBC, total Lym, and total N/Gr were increased too (p<0.005).
Vaccination did not impact on the values of MCV, MCH, MPV, total monocyte, %
N/Gr (p>0.05). When all groups were compared, Hct, Hgb and RBC values were
observed in the continuous decline (p<0.005). Although they had a single-dose
vaccination induced lymphopenia, BVDV specific antibodies after vaccination is not
detected by ELISA these findings were consistent with other studies. The second
part, detection and typing of BVDV was carried out blood plasma from 160 cattle in
seven farms by nested-polymerase chain reaction. RNA isolation was performed
from the blood plasma and cDNA were obtained from RNA with reverse-
transcriptase reaction. As a result n-PCR finding showed that 15 samples were given
positive band (9.375 %). The results showed that 0.625 % of the analysed animals
were seropositive to BVDV-1a, 7.5 % to BVDV-2 and 1.25 % panpestiviruses. In
this thesis, Kirikkale region showing the presence of BVDV-1a and BVDV-2 is the
first feature to study. It was suggested that vaccine should contain both BVDV-1
subtypes and BVDV-2 strains to provide full protection for BVDV.

Key Words: Blood values, bovine, ELISA, PCR, pestivirus.
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1. GIRIS

Bovine viral diarrhea virlis (BVDV), sig1r isletmelerinde ekonomik kayiplara yol
acan Onemli viral enfeksiyon etkenleri arasindadir (Houe 1999). BVD, sigirlarda
sindirim sistemi enfeksiyonlar1 ve transplasental enfeksiyonlar sonucu gelisen
performans diisiikliigline yol acan ve subklinik formdan 6liimciil mukozal hastaliga

(MD) kadar degisebilen seyir izleyen bir hastaliktir (Fritzmayer ve ark. 1997).

1.1.  Etiyoloji

Bovine viral diarrhea virlis Flaviviridae ailesinde Pestivirus cinsi iginde
simiflandirilir (Sekil 1.1.) Pestiviriis cinsinin diger iiyeleri klasik domuz ates viriisii
(Classical Swine Fever virus=CSFV) ve border hastaligi viriisii (Border disease
virus=BDV)’diir. (Pellerin ve ark. 1994; Ridpath ve Bolin 1995). BVDV, CSFV ve
BDV etkenleri; kiiclik, zarli, pozitif anlamli, tek zincirli, RNA viriisleridir (Sekil
1.2.) (Becher ve Thiel 2002, Zoth ve Taboga 2006). BVDV genomu yaklasik 12.5
kb’dir. Genom, 5' ve 3' UTR ile ¢evrelenmis genis bir open reading frame (ORF)
yapist igerir (Collett ve ark. 1988; Ridpath ve Bolin 1995).

Bovine viral diarrhea; yiiksek ates ile seyreden, ishal, sindirim siteminde
erozyonlara neden olan; bir¢ok iilkede yaygin olan, hayvancilik sektériinde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir (Baker 1987). Saglikli sigirlar BVDV
ile enfekte olduklarinda gegici yiiksek ates, burun akintisi, agir1 salivasyon veya ishal
gbzlenir (Bolat ve Doymaz 1998). Gebe hayvan, sitopatojenik olmayan (ncp) BVDV
ile enfekte olursa, viriis kolayca plasentayr gecer ve uterustan virlis fotusa
bulastirabilir. Fotuslarda klinik belirtiler yasa gore degisir, BVDV i¢in ncp susu olan

bir enfeksiyon durumunda ise 80-120 fotal giinde, immun tolerans gelisir. Boyle

3



fotuslar persiste enfekte (PI) buzagi olarak dogarlar. PI buzagilar saglikli goriiniir
ancak stirekli olarak BVDVyi iiretir ve sagarak tiim siiriiyii enfekte ederler (Thiel ve
ark. 1996). BVDV ile persiste enfekte buzagilar, 6liimciil mukozal hastaliga karsi
koyamayabilir. Boyle durumlarda sitopatojenik (cp) ve sitopatojenik olmayan BVDV
izole edilir (Brownlie, 1991).

[ FLAVIVIRIDAE ]

[ PESTIVIRUS ]

[ Classical swine fever virus ] [Bovine Virus Diarrhoea Virus] [ Border disease virus ]
1

L") "

I ]
[ BVDV NCP ] [ BVDV CP ] [ BVDV NCP ] [ BVDV CP ]

Sekil 1.1.: BVDV siiflandirilmasinin gosterimi. (Brownlie 2000)

Sekil 1.2.: BVD \Viriisii. 1-Spike 2-Zarf 3-Kapsit 4-Genom [http://www.bvd-
info.ch/veterinarians/properties.html]



BVDV’nin; BVDV-1 ve BVDV-2 olmak f{izere iki genotipik susu
bulunmaktadir. BVDV-1, BVDV-1a ve BVDV-1b olmak iizere iki susa ayrilir. Bu
siniflandirilmanin temelini; 5' UTR ya da E2 geninin niikleotid diziliminde meydana
gelen farkliliklar olusturur (Collett ve ark. 1988; Thiel ve ark. 2005). BVDV suslari
en az 11 genetik alt gruba daha ayrilir (Vilcek ve ark. 2001, Nagai ve ark. 2004).
Yiiksek patojeniteye ve hemorajik hastaliga neden olan BVDV-2 susu ilk kez 1994
yilinda rapor edilmistir (Corapi ve ark. 1989; Pellerin ve ark. 1994; Ridpath ve ark.
1994). BVDV-2 susu en az 2 genetik alt gruba ayrilir (Becher ve ark. 1999, Tajima
ve ark. 2001, Flores ve ark. 2002;).

BVDV’nin cp ve ncp iki biyotipi mevcuttur (Yamane ve ark. 2005). Sitopatik
BVDV, hiicre kiiltiirlerinde hiicrelerin yuvarlaklagmasi, hiicre dokiilmeleri ve 6lim
gibi sitopatik etkilere neden olur (Gillespie ve ark. 1960). Sitopatik olmayan BVDV
ise hiicre kiiltiirii iizerine herhangi bir etki meydana getirmez (Lee ve Gillespie

1957).

BVDV virionu, ¢ogunlukla kiiresel yapidadir. Yaklasik 45-50 nanometre (nm)
capinda bir zarfi vardir. Pestiviriis genomik RNA boyutu, yaklasik 12-13 kilo baz
(kb) uzunlugunda ve ikosehedral bir yapidadir (Collett 1992).

BVDV, yapisal ve yapisal olmayan proteinler icermektedir. Yapisal proteinler C,
E™, E1, E2 ve p7°dir. C; oldukga basit bir yapiya sahip, % 21 oraninda lizin igeren,
kapsit proteinidir. Agirligi 14 kilo dalton (kDa) dur (Heimann ve ark. 2006). EO ya
da gp44/48 olarak da bilinen E™, zar glikoproteinidir. Agirlig1 44-48 kDa’dir (Thiel
ve ark. 1991, Langedijk ve ark. 2002). Agirligi 25 kDa olan El, zar glikoproteinidir.
E2 de bir zar glikoprotienidir ve agirligi 53 kDa’dir (Weiland ve ark. 1990). p7, RNA
replikasyonu i¢in gerekli olmayan (Behrens ve ark. 1998) ama enfekte viriis tiretimi
i¢cin gerekli olan (Harada ve ark. 2000) proton kanal1 olarak islev géren bir proteindir

ve agirhig 7 kDa’dir.

Yapisal olmayan proteinler N™°, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B’dir. N™™,

N terminal proteindir (sistin proteaz). Uretilen poliproteini, Cys-168 ve Ser-169



bolgesinden kesen bir otoproteaz olup (Stark ve ark. 1993; Steffens ve ark.1999) 20
kDa agirliktadir. Agirlhigr 125 kDa (55 kDa -80 kDa) olan NS2/3 ise serin proteazdir.
NS4A serin proteaz kofaktoriidiir, NS4B ise viral sitopatogenezde rol oynar. NS4A
ve NS4B’nin immiin yanitla herhangi bir ilgileri yoktur. Agirliklar sirasiyla 7.2 kDa
ve 38 kDa’dir. NS5A, replikasyon kompleksinin bir pargasidir ve 55-56 kDa
agirhiktadir. NS5B, RNA-polimeraz aktivitesinde gorevlidir. Agirligr 81-82 kDa’dir

[http://www.bvd-info.ch/veterinarians/genome.html].

Sitopatik olmayan izolatlar
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Sekil 1.3.:Sitopatik olmayan (NCP) ve sitopatik (CP) BVDV nihai protein iiriinlerinin
sematik temsili (Anderson 2000).

BVDV’nin ¢evre sartlarina kars1 dayaniklilig: diistiktiir. Oda sicakliginda 4-5
giin, 56°C de 45-60 dakika, [http://www.bvd-info.ch/veterinarians/properties.html]-40°C
de ise 16 ay enfektivitesini korur. Viriis pH 5.7-9.3’de enfektivisini korur iken,
optimum yasami pH 7.4’te gergeklesir. Virlis fenol ve kloroheksidin gibi
dezenfektanlarla kolayca inaktive olur (Murphy ve ark. 1999).



1.2.Replikasyon

Viral genomun replike olabilmesi i¢in duyarli hiicreye tutunmasi, penetrasyon,
transkripsiyon, translasyon, viral RNA’nin iiretimi, kurgu ve serbest kalma

asamalarinin gerceklesmesi gerekmektedir.

BVDV’nin ¢esitli duyarli hiicrelere girebilmesi i¢in tutunacagi birka¢ farkli
reseptor  bulunur. Bunlar disik yogunluklu lipoprotein (low density
lipoprotein=LDL), CD46 ve heparan siilfat reseptorleridir. Bu reseptorler araciligiyla

tutunma olay1 ger¢eklesebilir.

CD46 reseptorlerinin domuz hiicrelerinde agiklanmasit BVDV duyarliligint 100
kat arttirmaktadir. Fare veya insan hiicrelerinde BVD viriisiiniin RNA replikasyonu
basarili olmasma ragmen CD46’nin agiklanmasi duyarlilifa neden olmaz. Bu
bulgular simdiye kadar bilinmeyen yardimci bir reseptor(ler)iin BVDV enfeksiyonu

icin gerekli oldugunu gostermektedir (Maurer ve ark. 2004).

Heparan siilfat ve diger glikozaminoglikanlar, BVDV Pe515 susu E™
glikoproteininin C-terminal etki alanindaki temel amino asitlerin bir grubuna

baglanir (Igbal ve ark. 2000, Igbal ve ark. 2002).

BVDV’nin hiicreye girisinde LDL reseptoriiniin  6nemli bir roli oldugu
bildirilmistir. Anti-LDL reseptorii monoklonal antikor ile bloke edilirse BVDV’nin
enfeksiyona neden olmadigi ve BVDV enfeksiyonuna direncli hiicrelerin olustugu

rapor edilmistir (Flores ve Donis 1995, Agnello ve ark. 1999).

Penetrasyon sathasinda zarfli virionlar, endositik zar1 eriterek duyarl hiicrelere

genomik RNA'y1 transfer eder (Flores ve ark. 1996).

BVD viriisiiniin cp biyotipi, viral replikasyon sirasinda sitoplazmik vakuollerin

artisl, pinosis ve apoptozisi takip eden hiicre 6liimleri gibi morfolojik ve yapisal



degisikliklere neden olurken, ncp biyotipi herhangi bir degisiklife neden

olmamaktadir (Grummer ve ark. 2002).

Transkripsiyonda pozitif polariteli tek iplikli RNA (ssRNA)’ya sahip olan
BVDV’nin, virion i¢inde transkriptaza ihtiyaci yoktur. Tek bir polisistronik mRNA
gorevi goren genom, bir poliprotein sentezler. Bu proteinlerden biri RNA’ya bagh
RNA polimerazdir. RNA polimeraz, pozitif polariteli ssSRNA’dan komplementer
negatif polariteli ipligi sentezler. Bu negatif polariteli iplik, pozitif polariteli viriis
genomunu liretmek icin sablon olarak kullanilir (Gong ve ark. 1996, Gong ve ark.

1998).

Viral RNA, polisistronik olarak translasyona ugrar olur. Translasyon neticesinde
ortaya c¢ikan poliprotein proteaz aktivitesine sahiptir. Proteazlar belli tanima
bolgelerinden poliproteini daha kiiciik parcalara keserler. ilk kesim, viral protein
ribozoma bagli iken gerceklesir. Daha biiyiik ara {iriinler bir siire sonra kesilirken,
kiigiik olanlarin kesimi igin farkli proteazlar kullanilir (Thiel ve ark. 1996).
BVDV’nin serbest kalma sathasinda hiicreden ¢ikisi tomurcuklanma ile olur. Golgi
kompleksi veya graniillii endoplazmik retikulumun membrani ile plazma membrani
flizyona ugrar ve virionlar ekzositozla salinir (Sekil 1.4.)(Bielefeldt-Ohmann ve

Block 1982, Bolat ve Doymaz 1998, Grummer ve ark. 2001).
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Sekil 1.4.:BVDV’nin replikasyonu. [http://www.bvd-info.ch/veterinarians/replication.html]
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1.3. Epidemiyoloji

BVDV-1 diinya da ilk kez 1954 yilinda izole edilmistir (Baker ve ark. 1954) .
BVDV-2 ise ABD ve Kanada’da 1990’11 yillarin basinda yiiksek patojenik viral
etken olarak kesif edildi. (Pellerin ve ark. 1994, Ridpath ve ark. 1994). BVDV-2
suslari, Kuzey Amerika'da yaygin olarak bulunurken, Avrupa iilkelerinde ise nadir
olarak goriiniir ya da goriinmez (Wolfmeyer ve ark. 1997, Luzzago ve ark. 2001,
Vilcek ve ark. 2001, Couvreur ve ark. 2002, Flores ve ark. 2002, Arias ve ark. 2003,
Toplak ve ark. 2004).

Sekil 1.5.:Konak populasyonlarda ki Pestiviriislerin genetik heterojenligi (N*°); BDV= Bor-
der hastalig1 viriisii, CSFV=klasik svine ates virlisii [http://www.bvdinfo.ch/veterinaria ns-
/geno types.html]

Ulkemizde BVD enfeksiyonu ilk kez 1964 yilinda, kiiltiir irk1 ineklerde klinik
bulgulara gore tespit edilmistir ( Onciil ve ark. 1964)

Solunum ve sindirim sisteminde enfeksiyonlara neden olan BVDV, ayrica repeat
breeding, embriyonik Oliim, abort, infertilite ve buzagilardaki kongenital

defektlerden sorumludur (Givens 2006). Tiim diinyada yaygin olarak bulunan BVDV
9



enfeksiyonunun prevalansi iilkelere gore degisiklik gosterir. Seropozitif hayvanlarin

oran1 % 60-85 arasinda, persiste enfekte hayvanlarin oranlari ise % 1-2 arasindadir

(Burgu ve ark. 1999).

Sigirlar, BVD viriisiiniin rezervuaridir. Bunun yaninda geyik, koyun, domuz ve
vahsi ruminantlarda da antikor belirlenmistir (Nettleton 1990). Viriis viicuda agiz
veya burun yolu ile girer. Viriisiin ilk replikasyonu iist solunum yolu ve barsak epitel
hiicrelerinde gerceklesir. Buradan sistemik kan dolasimia gecerek lokosit ve
reticulo-endotelial sistemde sekonder replikasyonu gergeklesir ve tiim viicuda yayilir.
Enfekte hayvanlar nasal, oral sekresyon, digki ve idrar ile viriisii sagarlar. Semen ve
kontamine materyal ile de bulasma goriilebilir. Bulagsma vertikal ve horizontal
olabilir. Plasentadan fotusa gecmek suretiyle vertikal bulasma gergeklesir. Horizontal
bulasma da ise; direkt kontakt, su ve yiyeceklerin ortak kullanimi sonucu
kontaminasyonla, aerosol, kontamine ya da canli asilarla, mekanik vektorlerle

gergeklesir (Houe 1999)

1.4. Klinik Belirtiler

1.4.1. Akut Enfeksiyonlar:

Sigirlarin BVD akut enfeksiyonlari, ozellikle gen¢ hayvanlarda meydana gelir ve
subklinik seyredebildigi gibi hafif sulu sar1 ishalde goriilebilir (Baker 1995).
BVDV’den etkilenen hayvanlar ikincil enfeksiyonlara yatkin olabilir (Potgieter
1988). Bogalarin semenle viriis sactig1 rapor edilmistir (Paton ve ark. 1989). Disi
sigirlar, viriisle enfekte olduklarinda ovaryumlarda fonksiyon bozukluklar1 (Grooms
ve ark. 1998), gonadotropin ve progesteron hormonlarindaki anormal degisiklikler ile

birlikte infertilite goriiliir (Fray ve ark. 2002). Akut enfeksiyonlar sirasinda, kisa bir
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viremi goriliir ve viriis disarn sacilir (Sekil 1.7.). Gegici bir leukopenia,
trombositopeni veya yiiksek ates goriilebilir. Klinik tablo genellikle yiiksek bir
morbidite ve diisiik mortaliteyle seyrederken baz1 vakalarin daha siddetli seyrettigi
rapor edilmistir (Brownlie 1990). Ozellikle, hemorajik lezyonlar, trombositopeni ve
yiiksek mortalite ile akut hastaligin siddetli formunun sporadik salginlar1 bazi
iilkelerde bildirilmistir (Bolin ve Ridpath 1992, Baker 1995). Ozellikle BVD tip 2
viriisii ile enfeksiyon sonucu trombosit fonksiyonlarinda degisim tespit edilmistir
(Walz ve ark. 2001). Akut vakalarda bildirilen diger semptomlarin, hemoraji ile
birlikte seyreden ates, pndmoni, ishal ve ani 6liim oldugu bildirilmistir (Carman ve

ark. 1998).

1.4.2. Kongenital Enfeksiyon:

Sigirlarda gebe hayvanin fotusu ncp BVDYV ile enfekte olursa; teratojenik etkilerle
neonatal buzagilarda persiste kongenital enfeksiyona neden olur. Sonucunda persiste
enfekte (PI) buzagilarin dogumu, abortlar veya anomali ile sonuglanabilir (Sekil 1.7.)
(Duffell ve Harkness 1985, Moennig ve Liess 1995). Bir abort vakasinin BVDV
tarafindan olusturulup olusturulmadiginin tespiti ¢ogu zaman zor olmustur (Ruth
1987). Bunun yaninda virlis bazi durumlarda fotal dokudan viral antijenin veya RNA
genomunun tespiti ile belirlenebilir. Fotal sivilar, serum Ornekleri ya da doku
siispansiyonu  siipernatantindan spesifik antikorlarinda tespiti gerekmektedir. Olii
dogumlar veya teratojenik etkiler, ge¢ gebeligin ortasinda viriise karsi gelisen aktif

fotal immun yanitla iligkili olabilir (Lindberg ve ark. 2001).

BVDV’nin kongenital enfeksiyonu sik sik abortlara yol agmasina ragmen sahada
her zaman ayirt edilemez. Gebeligin ilk trimesterinde enfeksiyon fotusun abortuyla
sonuglanabilir. Enfeksiyonun diger olast sonucu fotusun mumifiye olmasidir.
Fotusun, deri altinda 6dem ve bol pleural ve peritoneal efflizyon sik sik gozlenir.

Biiyiime gecikmesiyle sonuglanan dogustan gelen anomaliler, serebellar hipoplasi ve
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dismyelinasyon gibi merkezi sinir sistemi bozukluklari ile katarakt ve retinal artropi
gibi goz kusurlar olabilir (Trautwein ve ark. 1986). Bunun yaninda artrogripozis de

goriilebilir.

Olii dogmus buzagilar, gebeligin 150. giiniinden 6nce kongenital enfeksiyonun
sonucu olarak rapor edilmistir. Bu buzagilar genellikle, dogumda gelisimlerini
tamamlamig goriiniirler ama kurtarilamazlar. Yinede bir¢ok olayda BVD viriisiiniin
bu hayvanlardan izole edilemedigi ve PZR negatif oldugu bildirilmistir. Eger
hastalik, gebeligin 150. gilinlinden sonra meydana gelirse, fOtusta viriise karsi
bagisiklik gelistirilecek ve antikor yaniti olusup normal bir buzagr dogumuyla

sonuglanacaktir (Sekil 1.6.).

1.4.3. Persiste Enfeksiyon:

Fotusun enfeksiyonu, gebeligin yaklasik olarak 110. giiniinden 6nce yani bagisikligin
yeterli seviyeye ulagsmasindan 6nce meydana gelirse; buzagi, persiste enfekte (PI)
dogabilir (Sekil 1.6. ve Sekil 1.7.). Bu hayvanlarin teshisi, kanda sitopatojenik
olmayan BVDV'nin tespiti ile yapilir. Virlis immunohistokimya ile deriden de teshis
edilebilir. Agiz mukozasinda hiperemilere rastlanir. Maternal antikorlarin varlig

viriis izolasyonunu golgeleyebilir (Brownlie 1990).

Persiste enfekte bogalarin verimliligi diiser, semenleri yiiksek Ol¢lide viriisle
enfektiftir (Revell ve ark. 1988, Kirkland ve ark. 1994). Tiim bogalar dogal veya suni
tohumlama i¢in kullanilmadan 6nce BVDV enfeksiyonu yoniinden arastirilmalidir
(Roeder ve Hakness 1986). Attenue viriis asist ile asilamadan sonra da seropozitif
bogalarin olusabildigi rapor edilmistir (Voges ve ark. 1998, Givens ve ark. 2007).
BVDV ile PI inekler, hastaligin potansiyel kaynagidir (Vanroose ve ark. 1998). In

vitro fertilizasyon teknikleri i¢inde kullanilan kontaminasyon riski yiiksek olan
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biyolojik malzemeler (s1g1r serum, sigir hiicre kiiltiirleri i¢in) BVDV’den arindirilmis

olmalidir (Booth ve ark. 1995).
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Sekil 1.6. Fotusta BVD’nin seyri.

1.4.4. Mukozal Hastahk (MD=Mucosal Disease):

Persiste enfekte hayvanlarda, nadiren mukozal hastaligin gelistigi bildirilmistir
(Brownlie 1985). Bu sendromun sitopatojenik biyotiple (cp) sitopatojenik olmayan
biyotip (ncp) arasindaki rekombinasyonla iliskili siiperenfeksiyon yoluyla ya da
persiste biyotipin mutasyonu (Loehr ve ark. 1998) ile ortaya ¢iktig1 c¢esitli
calismalarla kanitlanmistir (Bolin 1995). Sonug olarak; mukozal hastaligin ayiric
tanisi, etkilenen sigirdan sitopatojenik virlis izolasyonunu igermelidir. Bu biyotip
kanda, bagirsak epitel hiicreleri ve peyer plaklarindan tespit edilmistir (Clarke ve ark.
1987). Mukozal hastalik, viral antijen immunofloresans veya immunoperoksidaz ile

tespit edilir.
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Mukozal hastalik mortalite yiiksektir. Oliim sekillenmeden dnce abdominal agr1

ve harekette isteksizlik, yogun bir ishal ve kondisyon kaybi sekillenir. Genel olarak,

mukozal hastalik nadiren goriiliir ve seyri sporadikdir.

Akut
infeksiyon
Gebe Gebe olmayan
ineklerde ineklerde

\

Embriyo yada
fetusinfekte

Kronik
infeksiyvon

Oliimle sonuglanan

siddetli akut hastalik

Serckonversiyon ile gizli
veya hafif infeksiyon

A eV

Embriyonik 8ltim, abort
ve kongenital kusur ile
sonuglanir

Buzag persiste infeltedir
{eger gebeligin 60-120
ginlerinde infekte

Buzaginin biytimesi
engellenmisyadanorma
ama seropozitif

BVDV, nasal
sekresyonlar ve diger
witcut spalariyla dikilir

olduysa)

b

Persiste infekte buzag
hayati boyunca BVDY
sagar

l

Mucosal hastaligi veya
diger hastaliktan élebilir;
Yavru her zaman

persiste infektedir

Sekil 1.7.:BVDV enfeksiyonunun klinik formlar1. (Tremblay 1996)

BVDV, subklinikten agir klinik semptomlarin gézlendigi MD’ye kadar degisen
bircok klinik tablodan sorumludur. Bununla birlikte transplasental enfeksiyon
reprodiiktif bozukluklara, teratojenik defektlere veya immuntolerant PI buzagi
dogumlarina neden olabilmektedir. PI buzagilar ya c¢ok diisiikk diizeyde spesifik
antikor tasirlar ya da seronegatiftirler. Buna ragmen stirekli viriis sagmalarindan
dolay1 enfeksiyonun yayilmasinda ¢ok onemli rolleri vardir (Mockeliuniene ve ark.
2004; Zoth ve Taboga 2006). Enfeksiyona karsi duyarli ineklerde/diivelerde akut
enfeksiyonu takiben gelisen viremiye bagli olarak fotal enfeksiyonlar meydana

gelebilir. Gebeligin 42—125. giinli arasinda viriisiin ncp biyotipi ile fGtusun
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etkilenmesi sonucu persiste enfeksiyon gelisir ve hayvanlar canli dogar. Boyle
hayvanlar yasar ise immuntoleredirler (Baker 1995, Obando ve ark. 1999, Fulton ve

ark. 2003, Givens 2006).

1.5. Patoloji ve Patogenez

Sigirlar, BVDV-1 ve BVDV-2 ile dogal enfekte olur. Koyunlar BDV ve BVDV ile
ve domuzlar ise pestiviriislerin dort tiiriiyle de enfekte olabilirler. Genellikle BVDV-
1 sadece hafif ishal olustururken; BVDV-2 suslarinin, siddetli trombositopeniye,
hemorajiye veya mukozal hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Corapi ve ark. 1989,

Pellerin ve ark. 1994, Ridpath ve ark. 1994, Carman ve ark. 1998).

Abomasumda kanama ve iilserler goriiliir. Bagirsaklarda iilserlere rastlanir.
Peyer plaklar1 hiperplastik yapida olup yiizeyleri nekrotik kitleler, kan pihtilar1 veya
difteroid memranlarla oOrtiilii iilserlere rastlanir. Bas ve boyun bolgesindeki lenf
diigimleri biiylimiis, 6demli ve kanamalidir. Mikroskobik olarak, lezyonlar iist
sindirim sistemindeki kutan mukozada epitelin nekrozu ile baglar. Epitelin derin
kisimlarindaki hiicre gruplart ya da tek hiicreler eozinofilik karakter kazanirlar,

siskindirler ve ¢ekirdekleri piknotiktir (Blowey ve Weaver 2003).

Agiz igerisinde dis etleri, yanak, damak ve dil mukozasinda erozyonlara da
rastlanir. Erken donemde lamina propria’da ¢ok az infiltrasyon vardir, ancak
notrofiller epitele infiltre olurlar. Erozyon ve iilserlesme durumunda lamina
propria’da yogun hiicre infiltrasyonu ve hiperemi goriiliir. Ince bagirsaklardaki
karakteristik lezyon, liberkiihn bez epitellerinin yikimlanmasidir. Kriptlerde
dilatasyon vardir. Peyer plaklarinin lenfoid folikiillerinde nekroz ve BVDV’ye bagh

iilserlesme goriiliir (Blowey ve Weaver 2003).
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1.6. Bagisikhk (Immunite)

BVDYV ydniinden negatif olan hayvanlar, viriis ile karsilasirlarsa antikor olustururlar.
Viral enfeksiyonun dogustan gelen immuniteye etkisi Sekil 1.8.’de 6zetlenmistir.
Enfeksiyondan sonra ortaya nétralizan, presipitan ve komplementi baglayan
antikorlar olusur. Notralizan antikorlar 3-4 hafta sonra ortaya ¢ikar ve bir yila yakin
koruma saglarlar. Ayrica enfeksiyonun yayilimini da engeller (Roeder ve Harkness

1986).

Notralizan antikorlar, aktif veya pasif immiinite saglar. Enfekte sigirlarda antikor
belirlenememesi PI veya kronik enfeksiyona bagl olabilir. Immiinosupresyon ya da

immiinotoleransdan dolay1 antikor {iretimi gerceklesmeyebilir.

Buzagilar annelerinden aldiklar1 kolostrumdaki maternal antikorlar ile pasif
immunizasyon gosterir ve agilanmis gibi goriilebilir. Zamanla antikorlarin yok

olmasi sonucu 2-11 aydan sonra antikor teshisi yapilamaz (Liess ve ark. 1987).

BVDV lenfoid organlara yerlestigi icin immiinosupresyona yol acar. interferon
ve antikor yapimi baskilanabilir. Hatta 16kosit, lenfosit ve monosit hiicre sayilari
artmaz (Perdrizet ve ark. 1987). BVDV enfeksiyonu sonucu sigir makrofaj

fonksiyonlarindaki degisiklikler Tablo 1.1.’de verilmistir.

Tablo 1.1.: BVDV ile in vitro enfeksiyonun sigir makrofaj fonksiyonlar iizerine etkisi
(Peterhans ve ark. 2003).

Makrofaj Fonksiyonlar1 Uzerine Etki ncp BYDV cp BYDV

IFN tip 1 sentezi Higbir etki yok  Artmis
Apoptozise neden olma Higbir etki yok  Artmus
Prostaglandin E, sentezi Higbir etki yok  Artmus

LPS ya da S. dublin tedavisinden sonra NO Artmis Azalan
sentezi

LPS tedavisinden sonra TNF-a sentezi Artmis Azalmig
PMA nedeniyle siiperoksit iiretimi Azalmis Azalmis
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S.dublin nedeniyle procoagulant aktivitesi Higbir etki yok  Higbir etki yok
LPS nedeniyle IL-1 inhibitor aktivitesi Artmis Artmis

Sitokin nedeniyle kemotaksis Azalmis Azalmis

Viral Enfeksiyon

A

Dogustan bagisiklik

PAMP taninmamis PAMP taninmis
immun yanit Dogustan antiviral
olusmaz immun yanit

\ 4
Adaptif bagisiklik

Sekil 1.8.: PAMP (Patojen-iliskili molekiiler desenler)lar ile ya da PAMP’siz dogustan gelen
bagisiklik sisteminin kontrolii (Peterhans ve ark. 2003).

1.7. Tam

Patognomik klinik belirtileri olmadig1 i¢cin BVDV’nin varligi, laboratuvara yonelik
aragtirmalar, viriise ait antijen ve antikor taramalar1 ile yapilabilir. PI hayvanlarin

tespitinde; kan 6rnekleri, ELISA ile kontrol edilebilir (Sandvik 1999).

BVD viriisii tespiti i¢in; viriis izolasyonu, ELISA ve immunohistokimya testleri
kullanilir. Buzagilarda kolostrum yolu ile aldiklar1 antikorlarin ortalama onbesinci
haftaya kadar antijenleri golgelemesiyle ELISA’da yanlis sonuglar elde edildigi rapor
edilmistir. Bundan dolay1 persiste enfeksiyonlarin teshisinde Real Time PZR
(RT=Ger¢cek Zamanli PZR) testlerinin kullanilmasinin daha uygun oldugu
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goriilmiistir (Hyndman ve ark. 1998, Deregt ve ark. 2002, Ridpath ve ark. 2002,
Kozasa ve ark. 2005).

1.7.1. Antijenlerin Belirlenmesi

BVDYV antijenlerinin belirlenmesinde kullanilan testler Tablo 1.2.’de gdsterilmistir.

Tablo 1.2.: BVDV antijen tespiti i¢in kullanilan testler (Brownlie 2000).

Test Tek hayvan Gereksinimler  Olciimler Yorum-
ya da grup Ac¢iklama
Immunoperoksidaz Tek hayvan Kan (EDTA) yada Viral Test negatif ya da
boyama doku 6rnegi antijen pozitif sonug saglar
Antijen ELISA Tek hayvan Kan (EDTA) Viral Test negatif ya da
antijen pozitif sonug saglar
Viriis Izolasyonu Tek hayvan Kan (EDTA) Canliviriis ~ Test negatif ya da
pozitif sonug saglar
Toplu siit PZR 100’tin Taze toplu siitten 300  Viral RNA  Sagim sirasinda
iizerinde ml (koruyucu grup en az bir PI
hayvandan eklenmemis) hayvan olumlu
toplanmus siit sonucu gosterir

1.7.1.1.immunohistokimya

Enzimle isaretli yontemler, spesifik maternal antikorlarin mevcut doku kesitlerinde
BVDYV antijenini tespit etmek i¢in kullanilir (Wilhelmsen 1991). PI sigirlarin teshisi
icin lenf diiglimleri, tiroit bezi, deri, beyin, abomasum ve plasenta kullanilir (Clarke

ve ark. 1987).
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1.7.1.2. Antijen ELISA

Yarismali1 (kompetatif) olan ve olmayan ELISA tiirleri antijen tespiti i¢in kullanilir
(Tablo 1.2.). Kompetatif ELISA yoOnteminde; aranilan antijene 6zgiil monoklonal
antikorlar kat1 faza bloklanmistir. Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen kati
fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki antijenin de antikordaki baglanma
bolgeleri i¢in yarismasi i¢in beklenir. Ardindan yikama ile baglanamayan antijenler
uzaklastirilir. Ortama enzim substrati eklenir, bekleme siiresinin ardindan enzim
substratla reaksiyona girerek renk degisikligine neden olur. Sonuglar
spektrofotometrede degerlendirilir iken substratin hidroliz miktari, 6rnekteki antijen
miktar1 ile ters orantili alimir. Renk degisikliginin olmamasi Ornegin antijen
yoniinden pozitif oldugunu bildirir (Hendry 1992, Baron ve ark. 1994, Coligan ve
ark. 1994, Giilmezoglu ve Ergiiven 1994).

Yarigsmali olmayan sandvi¢ ELISA teknigiyle de antijen tespit edilir (Tablo 1.3.).
Aynen yarigmali ELISA’daki gibi spesifik monoklonal antikor kati faza
bloklanmistir. Uzerine antijen iceren siipheli serum konulur. Inkiibasyon sonrasi
yikama islemi enzimle isaretli antikor eklenir. Tekrar yikama isleminden sonra
enzimin Ozel substrati eklenir. Bagli enzim substratla reaksiyona girerek renk
degisikligine neden olur. Bu renk degisikligi aranan antijenin siipheli serumda var

oldugunu gosterir (Baron ve ark. 1994, Coligan ve ark. 1994).

Tablo 1.3.: ELISA protokolleri (Coligan ve ark. 1994)

ELISA Protokolii Kullanim Alam Yorumlar

Indirekt Antikor tespiti Relatif olarak fazla miktarda antijen gerektirir.

Direkt kompetatif Coziniir antijenin tespitinde  Antijenik ¢apraz reaksiyonu dlgmede gok

(yarismaci) avantajli.

Antikor-sandvi¢ Coziiniir antijenin tespitinde  En hassas antijen testidir.

yontemi

Cift antikor-sandvi¢  Antikor tespiti Uzun bir testtir.

yontemi

Direkt hiicresel Hiicresel antijen Heterojen karisik hiicre gruplarinda hassas
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yontem ekspresyonunun 6l¢iimii degildir.
indirekt hiicresel Hiicresel antijenlere kars1 Diisiik miktarda ekspresse edilen hiicresel

yontem olusan antikorlarin tespiti antijenlere 6zgil antikorlari saptayamayabilir.

1.7.2. Antikor Belirlenmesi

1.7.2.1. Antikor ELISA

Yarigmali olmayan ELISA, 6rnekte aranilan antikorun olup olmadigini tespit etmek
icinde kullanilir. Kat1 faza, bu metotta bilinen antijen baglidir. Kuyucuklara antikor
yoniinden test edilecek silipheli serum eklenir. Eger serum igerisinde, antijene 6zgii
antikor varsa antijen-antikor kompleksi olusacaktir. Yikamadan sonra enzimle
isaretli anti-globulin konulur. Bekleme ve yikama sathalarindan sonra ortama
substrat eklenir. Spesifik antikor varsa enzimle isaretli anti-globuline baglanir.
Bunun sonucunda substrat hidrolize olacaktir. Absorbans miktar1 mevcut antijen
veya antikorun miktartyla dogru orantilidir (Beatty ve ark. 1987, Baron ve ark. 1994,

Coligan ve ark. 1994 ).

1.7.2.2. Viriis Notralizasyon Testi

BVDV’nin yaygin olarak kullanilan iki sitopatojenik sus vardir. Bunlar “Oregon
C24V” ve “NADL” suglaridir. BVD tip 2 viriisiiniin antikor diizeyi, tip 1 susu i¢in
kullanilan nétralizasyon testi tarafindan algilanamayabilir. Tip 1 antikor diizeyini de

tip 2 i¢in kullanilan nétralizasyon testi algilamayabilir (Fultron ve ark. 1997).
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1.7.3. Niikleik Asitlerin Saptanmasi:

RT-PZR yontemi, BVD viral genomunun tespiti teshisi amaciyla uygulanir (Brock
1995, Hamel ve ark. 1995, Kim ve Dubovi 2003, Letellier ve Kerkhofs 2003). Hiicre
kiiltiirtinden ya da direkt kan 6rneklerinden izole edilen viriisiin genomunun farkl
uzunluktaki PZR iirlinlerinin ¢ogaltilmasinda ve tiplendirilmesinde multipleks PZR
kullanilabilir (Gilbert ve ark. 1999). Primerlerin segilip dizayn edilmesinde,
genomun 5' ucundaki mutasyonlardan daha ¢ok korunan bolgelerinden olan UTR
veya NS3 (p80 geni) secilmelidir. Molekiiler metotlarin1 uygulayacak personelin
deneyimli ve dikkatli olmasi gereklidir, aksi halde kontaminasyon meydana gelebilir.
Bu da yanlis negatif veya pozitif sonuglara neden olur. Dokulardan viral niikleik asit
enzim isaretli riboproblar ile in-situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak tespit

edilebilir. (Desport ve ark. 1994, Bhudevi ve Weinstock 2003).

BVDV’ye karst olusmus spesifik antikorlar, standart viriis notralizasyon testi
(VN) ya da ELISA gibi birkag metottan birinin kullanimi ile serumdan tespit edilir
(Tablo 1.3. ve Tablo 1.4.) ( Howard ve ark. 1985, Katz ve Hanson 1987, Edwards
1990, Paton ve ark. 1991). Biiyiik siirlilerde BVDV’nin tanisinin maliyeti yliksek
oldugu icin, silirliden toplanan siitlerin tamami: ELISA  yontemi ile
degerlendirilmelidir. (Niskanen 1993). BVD viriisiin tespitine yonelik hizli 'spot
testler'in kullanilmasi kontrol ve eradikasyon agisindan 6nemli oldugu belirtilmistir

(Lindberg ve Alenius 1999).

Tablo 1.4.: Asilanmamis bir sigir populasyonunda BVDV prevalansina gore hayvan
kategorileri ve serumdaki antikor ve viriis test sonuglari. (Sandvik 1999)

Kategori Antikor Viriis Yorumlar

Infekte olmamis hayvanlar - -
Siddetli infekte hayvanlar - +/- Kanda diisiik ve kisa virs titresi
Akut enfeksiyondan sonra bagisik + -

hayvanlar
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Pasif bagisiklanmis buzagilar + - Antikorlar 5-9 ay tespit edilebilir

PI hayvanlar - 4

Bagisik ineklerin PI buzagilar: + -/+ Antikorlar 4-10 hafta tespit
edilebilir

MD durumundakiler -/+ +/- Notralize antikorlar

PI buzag tasiyan gebe inekler +/++ - Geg gebelikte yiiksek antikor
titresi

Bagisikh bogalar + - Semen viriis pozitif olabilir

+: Var; -:Yok

1.8. Kontrol — Miicadele

Siiriiler siirekli olarak BVDV varlig1 yoniinden kontrol edilmeli ve diizenli asilama
yapilmalidir. BVDV enfeksiyonundan korunmanin en temel yolu, siirtideki PI
sigirlarin ¢ikarilmasidir. Siiriiye yeni katilacak disi veya erkek sigirlara oncelikle
BVDV asis1 yapilmali ve siiriiye dahil edilmelidir. BVDV yoéniinden negatif sigirlar
stirilere dahil edilir iken veteriner hekimlerin kontroliiniin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Ayrica biyogiivenlik 6nlemleri titizlikle uygulanmalidir. (Tremblay 1996).

1.8.1. Asilar:

Ciftliklerde BVD viriisii en fazla solunum yol ile bulasir. Ozellikle geng hayvanlarin
korunmasi i¢in bulagsmanin kontroliine yonelik tedbirlerin alinmasi gereklidir. Ayrica
fotusu koruyacak bir as1 preparatinin kullanilmasi, uterus enfeksiyonunu onlemek

icin gereklidir (Brownlie ve ark. 1995).
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1.8.1.1. Modifiye Canh Asilar

Gebe sigirlarda, canli viriis asilarinin uygulamasi, veteriner hekim kontroliinde
olmalidir. Ciinkii as1 da kullanilan viriisiin sitopatojenik susu, plasentay1 gegebilir.
Bunlara ilaveten sitopatojenik sus PI hayvanlarda siiperenfeksiyon sonucu mukoza

hastaligina neden olabilir veya hizlandirabilir (Frey ve Eicken 1995).

1.8.1.2. inaktif Asilar

Deneysel inaktif agilarin hazirlanmasinda; baculoviriis-BVD viriiste bulunan viral
glikoprotein E2 kullanilmustir (Bruschke ve ark. 1999). Inaktif asilar1 kullanmak
giivenli olmasina ragmen, istenilen bagisikligin elde edilmesi i¢in yetersiz kalir.
Canli ag1 ile inaktif asidan hazirlanan karma asi1 protokoliiniin kullanimi canli asi
etkisini azaltabilir. asilarla inaktif asilarin

suglarin  zararl Modifiye canhi

karsilastirilmasi Tablo 1.5.’de verilmistir.

Tablo 1.5.: BVDV’ye kars1 hazirlanmis modifiye canli asilar ile inaktif asilarin
ozellikleri (http://www.bvd-info.ch/veterinarians/infos/faq.html).

Modifiye canh asilar inaktif asilar
Immun yamt Iyi, diizenli Zayif
Kros reaksiyonlari Iyi Iyi
Koruma siiresi Uzun Kisa
Giivenlik Uygun Iyi
Fotusu koruma Yeterli Stipheli
Maternal antikor etkisi Agir Agir
Immiinosupresyon Miimkiin -
-2 Yok
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1.8.1.3. Karma Asilar

Immiin sistemi baskilanmis konakgilarda, BVDV nin solunum yolu hastaliklar: ile
patogenezi karistirilir. Bu nedenle, genellikle BVDV as1 suslari solunum yolu
hastaliklarin1 6nlemek i¢in multivalent asilar i¢ine dahil edilmistir. Hazirlanan asi
kombinasyonuna; bovine herpesvirlis 1, bovine parainfluenza-3 virlis, bovine
respiratory syncytial virlis ve Pasteurella multocida dahil edilerek kullanilmaktadir

(Littlejohns 1985).

BVDV’ye kars1 hazirlanan as1 BVD virlisii suslarini icermelidir. (Paton ve ark.
1995). BVDV-2 genotipinin ortaya ¢ikisi ile BVDV-1 genotipine karst hazirlanmis

asilarin BVDV-2 genotipine karst koruyuculugun sorgulanmasina neden olmustur.

BVDV asilamasinin siirii igerisinde PI sigirlar iizerine hicbir etkisi

bulunmamaktadir (Bolin 1996).

Sigirlarda BVDV’ye kars1 etkili bir bagisiklama i¢in birinci agilamadan sonra 3
hafta icerisinde etki arttirici ikinci bir as1 daha uygulanir. BVDV ig¢in yapilan
astlamada omiir boyu bagisik goriilmez. Bu nedenle her yil asilama tekrarlanmalidir

(Kelling 1996).

1.8.1.4. As1 Hazirlanmasi

Ticari olarak hazirlanan tim asilarin giivenlik ve etkinliklerine yonelik piyasaya
siirilmeden Once standart testleri gegmesi gerekir. Canli asilarin gebe sigirlarda
kullanilabilmesi i¢in giivenli sekilde kullanilabilecegine dair lisans almis olmasi
gerekir. Aksi halde gebe hayvanlarda abortlara neden olabileceginden dolay1

kullanilmamasi i¢in uyarilmalidir. BVD viriisiiniin sitopatojenik suslarini igeren
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ticari canli agilar, persiste enfekte hayvanda mukozal hastalik olusturmasi riskine
kars1 uyarici bilgiye sahip olmalidir (Bolin 1993, Howard ve ark. 1994, Brownlie ve
ark. 1995). Hazirlanan tiim as1 tiirleri yetiskin damizlik sigirlarda transplasental
bulasmay1 azaltmak, verimlerini arttirmak ve tam korunmanin saglanmasi i¢in

tasarlanmistir (Brownlie ve ark. 1995).

Bir BVDV agisinin, hiicre kiiltiirii ve geleneksel laboratuar teknikleri
kullanilarak standart bir iiretim metodu yoktur. Inaktif asilar, ikili ethylenimine veya
beta-propiolactone inaktivasyon gibi metotlar ile hazirlanabilir (Park ve Bolin 1987,
Howard ve ark. 1994). Buna ilaveten cesitli adjuvanlar kullanilabilir (Neaton 1986,
Howard ve ark. 1994). Adjuvanlar; mineral tuzlari, tensoaktif bilesikler,
mikroorganizma kaynakli adjuvanlar, emiilsiyon adjuvanlar, partikiil adjuvanlar ve
diger adjuvanlar olmak {izere gruplara ayrilir. Mineral tuzlarindan olan aliiminyum
tuzlar1t BVDV agilarinda en yaygin kullanilan adjuvandir. Genis bir yiizeye sahip
olmasi antijen emiciligini arttirir (Butler ve ark. 1969, Simon ve Edelman 2006).
Tensoaktif adjuvanlar ise ¢ok toksik yapidadir (Kensil ve ark. 1995).
Mikroorganizma kaynakli adjuvanlar, bakteri hiicre duvar1 peptidoglikan ve
lipopolisakkaritleritleridir. Ama bunlar da olduke¢a toksiktir (Audibert ve Lise 1993).
Emiilsiyon adjuvanlarda yag icinde su, su i¢inde yag emiilsiyonlar1 bulunur. Bunlar
Freund Inkomplet adjuvanlari (FIA), Montanide, Adjuvant 65 ve Lipovalanttir.
Etkilerini enjekte edildikleri bolgede depolanarak antjenin yavas salinmasini ve
siiregen antikor uyarimimi uyarmak seklinde gosterirler (Freund 1956). Partikiil
adjuvanlar protein subiinit ve DNA asilarinda yaygin olarak kullanilir. Bu grupta;
lipozomlar, polimerik mikrosferler, nano-bead adjuvanlar, immuno-stimiilan
kompleks adjuvanlar (Quil A lipid, kolestrol + antijen) ve viriis benzeri partikiiller
bulunur (Panyam ve Labhasetwar 2003, Butts ve ark. 2005, Antonis ve ark. 2006,
Saupe ve ark. 2006, Scheerlinck ve ark. 2006, Skene ve Sutton 2006).

Inaktif ticari bir asmin hazirlanmas1 sirasinda igerisinde BVD viriisiiniin
olmadigimin kesin olarak belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiiriinde birkag kez
pasajlanmalidir. Ayrica asinin kullanimina izin verilmeden 6nce (inaktivasyondan

once) yasaklanan cesitli ajanlarin yoklugunu garanti etmek zorunludur (Gay 2010).
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Asilama sonrasi antikorlarin olusum siirelerini belirten ¢alismalar az sayidadir.
Kullanilan aginin cinsine gore arastiricilar BVDV’ye kars1 sigirlarin senede bir veya
iki kez asilanmasini uygun gormiislerdir. (Howard ve ark. 1989, Bolin ve Ridpath

1995).

BVDV inaktif virlis asisi, eger 4°C'de tutulursa en az 1 yil boyunca
kullanilabilir. Daha diisiik sicakliklarda, attenue asida adjuvantlar raf dmriinii azaltir.
In vitro fertilizasyon prosediirlerinde ya da embriyo transferlerinde kontamine
olmamis biyolojik materyaller, steril testler ve BVDYV ile bulasik olmayan serumlar
kullanilmahdir (Harasawa 1995). BVDV ile enfekte sigirlarin etkin bir tedavi

yontemi yoktur.

Bu tezde; BVDV asisinin, sigirlarda kan degerleri lizerine etkisi olup olmadigini

ve Kirikkale ilinde BVDYV farkli altgruplarinin tespiti amaglandi.
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2.1. Orneklenen Hayvanlar

2. GEREC VE YONTEM

Bu tezde kullanilan 6rnekler Kirikkale ilinde siit sigirciligi yapilan yedi farkl

isletmede ki ineklerden rastgele drnekleme metodu ile elde edildi (Tablo 2.1 ). Yedi

isletmedeki toplam 160 hayvandan alinan tam kan 6rnekleri EDTA’l1 negatif basingh

9 ml’lik steril tiiplere (Green Vac-tube®, Kore) alimirken, serum elde edilmesi igin

kan 10 ml’lik antikoagluansiz steril serum tiiplerine (Vacutest”, italya) alindi. Tiim

tiiplerin {izerine kan alinan hayvanlari daha sonrada tespit edebilmek igin gerekli

kodlamalar yapildi. Bu sayede olasi karisikliklar onlendi. Kan 6rnekleri laboratuara

soguk zincirde hizli bir sekilde tasindi.

Tablo 2.1.: Kan numuneleri alinan hayvan sayilar1 ve isletme bilgileri.

Isletme Y1l Isletmedeki Kan 6rnegi alman  Ornekleme Cinsiyet Yetistirme
toplam hayvan hayvan sayisi yasi Tipi
sayisl
1 2010 300 49 36-60 ay Disi Yar1 Agik
2 2010 350 23 6-12 ay Disi Yar1 Acik
3 2010 35 9 6-36 ay Disi Kapali
4 2010 15 8 6-36 ay Disi Kapali
5 2010 25 12 6-36 ay Disi Kapali
6 2010 125 39 6-60 ay Disi Kapali-Yar1
Agik
7 2010 250 20 2-8 ay Disi Kapali-Yar1

Agik
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2.2. Asllama

BVDV agisinin etkisini gérmek i¢in 2 no’lu isletmeden segilen, yaslar1 6-10 ay
arasinda degisen Holstein 1rki 23 buzagiya ait bazi Ozellikler Tablo 2.2.°de

verilmistir.

Tablo 2.2.: BVDV asisinin kan degerleri lizerine etkisini gérmek i¢in secilen 23 adet
buzagtya ait 6zellikler.

Buzag Cinsiyet Dogum Tarihi Irk Yetistirme Tipi BVDV Asilama
Tarihi
1 Disi 22.02.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
2 Disi 14.03.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
3 Disi 19.03.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
4 Disi 28.03.2009 Holstein Yar1 Acik 18.02.2010
5 Disi 28.03.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
6 Disi 29.03.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
7 Disi 09.04.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
8 Disi 09.04.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
9 Disi 23.04.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
10 Disi 28.04.2009 Holstein Yar1 A¢ik 18.02.2010
11 Disi 26.05.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
12 Disi 21.06.2009 Holstein Yar1 Acik 18.02.2010
13 Disi 25.06.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
14 Disi 15.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
15 Disi 21.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
16 Disi 22.07.2009 Holstein Yar1 Acgik 18.02.2010
17 Disi 22.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
18 Disi 25.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
19 Disi 30.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
20 Disi 30.07.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
21 Disi 04.08.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
22 Disi 25.08.2009 Holstein Yar1 Acgik 18.02.2010
23 Disi 25.08.2009 Holstein Yar1 Agik 18.02.2010
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Buzagilar, bir kez (Pregsure BVD, Pfizer®, UK) deri alti as1 preparati ile isletme
veteriner hekimi tarafindan 18 Subat 2010 tarihinde asilandi. Kullanilan BVDV

asisina ait bazi zellikler Tablo 2.3.’de gosterilmistir.

Tablo 2.3.: Kullanilan BVDV asisinin (Pregsure BVD, Pfizer®) 6zellikleri.

Doz Buzagi ve ineklere 2 ml

Asilama yolu Subkutan

Asilama program 3 hafta arayla 2 agilama, her 12 ayda agilama ile desteklenir.

Uretici uyarisi Rastgele enjeksiyon tehlikelidir.

Saklama kosullar1  +2°C ve +4°C’ler arasinda saklanmalidir. Dondurulmaz.

Bilesimi 1 dozu (2ml), titresi 5.6 log2, sitopatik tip1 inaktive BVDV 5960 susu igerir.

Adjuvanlar Procision-A™, Quil A, kolesterol, Amphigen baz ve likid parafin.

2.3. Kan Orneklerinin Toplanmasi

BVDV agisinin kan degerleri {izerine etkisini tespit i¢in asilanmadan Once kan
ornekleri Subat 2010 tarihinde alindi. Ayni buzagilardan asilamadan 1 ve 3 hafta
sonra tekrar kan 6rnekleri Subat 2010 ve Mart 2010 tarihlerinde alindi.

Plazma elde edilemesi i¢in; EDTA’l1 negatif basingli 9 ml’lik steril tiiplere
alinmis kan 6rnekleri, 3000 rpm devirde 10 dakika santrifiij (Eppendorf®, 5417R,
Almanya) edildi. Santrifij sonrasi ayrilan plazma mikropipet (Eppendorf®,
Acura825) yardimiyla eppendorf tiiplere alindi. Daha sonra PZR testleri yapilincaya
kadar -20°C’de, derin dondurucuda saklandi.

Serum tiiplerine alman kan Ornekleri 3000 rpm devirde 10 dakika santrifii
edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan serum mikropipet yardimiyla eppendorf tiiplere
alindi. ELISA asamasina kadar -20°C’de, derin dondurucuda saklandi.
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2.3.1. Tam Kan Sayim

Kan 6rnekleri MS9-3 hemogram cihazinda (Melet Schloesing Labarotoires”, Fransa)
analiz edildi. Hasta ismi olarak hayvanlarin kiipe numaralari kaydedildi. Bu iglem 23
kan ornegi i¢in tek tek uygulandi. Bu analiz ile 16kosit (WBC), monosit (Mon),
lenfosit (Lym), notrofil-graniilosit (N/Gr), eritrosit (RBC), MCV, hematokrit (Hct),
McHC, MCH, hemoglobin (Hgb), MPV, trombosit (PLT) degerleri ol¢iildii
(Gazyagc1 ve ark. 2010).

2.3.2. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

2.3.2.1. Antijen ELISA

Alman kan 6rnekleri BVDV NSP2-3 ve EO antijen ELISA kiti (Institut Pourquier”,
Fransa) ile test edildi. Test iiretici firmanin onerdigi prosediire gore asagidaki gibi
yapilip degerlendirildi. Pleytin her kuyucuguna 50 pl 6rnek inkiibasyon bufferi
eklendi. Sulandirilmamis 50 pl negatif kontrol A1 kuyucuguna, 50 pl pozitif kontrol
B1 ve C1 kuyucuguna ilave edildi. Diger kuyucuklara da 50 pl serum orneklerinden
kondu. Pleyt hafifce sallanarak homojenize edilip aliiminyum folyo ile sarilip 90
dakika bekletildi. Karisim bosaltildiktan sonra 1X olacak sekilde hazirlanan yikama
soliisyonu (20X) ile 3 kez yikandi. Tiim kuyucuklara 100’er pl enzimle isaretlenmis
konjugat kuyucuklara eklendi ve karanlikta 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Ardindan; pleyt icerigi dokiiliip 3 kez yikandi. Son agamada ise 100’er pl revelation
soliisyonu (enzim-substrat) tiim kuyucuklara eklendi. Pleyt 151ksiz bir ortamda 20 dk
bekletildi. 100’er ul stop soliisyonu (HSO4 0.5M) her kuyucuga eklenerek reaksiyon
durduruldu. Degerlendirme icin ELISA reader’a (Seac®, Sirio S, Italya) pleyt
yerlestirildi ve 450 nm (OD-450) de okutuldu.
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2.3.2.2. Antikor ELISA

Ornekler BVDV’ye kars1 spesifik antikorlar BVDV p80 protein antikor ELISA
(Institut Pourquier”, Fransa) kiti ile test edildi. Test, itiretici firmanin Snerdigi
prosediire gore asagidaki gibi yapilip degerlendirildi. Ilk ii¢ kuyucuga, sulandirilmis
dilue 50’ser pl Buffer 9 eklendi. A1 kuyucuguna konsantre halde 50pul pozitif kontrol
konuldu. Sonra da B1 ve C1 kuyucuguna ise 50’ser pul negatif kontrol eklendi. Her
kuyucuga (69) 75’ser ul Buffer 9 kondu. Serum orneklerinden bu 69 kuyucuga
25’ser ul eklendi. Kuyucuklardaki icerik, pleyt hafifce sallanarak homojenize
edildikten sonra pleyt aliiminyum folyaya sarilarak 1 gece +5°C’de inkiibasyona
birakildi. Yikama basamaginda ise; konsantre yikama soliisyonu (20X), 1X olacak
sekilde sulandirildi, pleytin igerigi hafifce vurularak bosaltildi, 200 pl konsantre
yikama soliisyonu ile yikandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi ve tiim kuyucuklara 100’er
pl sulandirilmis enzimle isaretli konjugat kuyucuklara eklenip pleyt aliiminyum
folyoya sarilip 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Yikama tekrarlandi. Son safhada ise
100’er pl revelation soliisyonu (enzim substrat) tiim kuyucuklara eklendi. Pleyt
151ks1z bir ortamda 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her
kuyucuga 100’er pl stop soliisyonu (H,SO4 0.5M) eklendi. Degerlendirme igin
ELISA reader’a (Seac”, Sirio S, Italya) pleyt yerlestirildi ve 450 nm (OD-450) de
okutuldu.

2.3.3. RNA izolasyonu

160 hayvandan almman kanlardan elde edilen plazma Orneklerinin daha kolay
incelenebilmesi i¢in farkli igletmelerin numuneleri karistirtlip 2°li havuz yapildi.
Toplam 80 havuz olusturuldu. Plazma orneklerinden QIAamp®Viral RNA Kit
(QIAGEN®, Almanya) ile RNA izolasyonu yapildi. Olusabilecek kontaminasyon
riskine karsi tlim islemler Laminair flow kabinde (Niive, MN120) ger¢eklestirildi
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RNA izolasyonu iiretici firmanin prosediiriine uygun olarak asagidaki gibi
yapilmistir. Bu isleme 560 pl Buffer AVL 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere
konularak baglandi. Sonrasinda 140 pl plazma tiiplere ilave edilip 15 saniye
vortekslendi (Boeco® V1, Almanya) ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kisa
santrifiij ile kapaktaki damlalar uzaklastirildi. Uzerlerine 560 ul etanol (% 96-100,
Merck) konuldu, vorteks tekrarlandi1 ve kisa santrifiij yapildi. Olusan karisimdan 630
ul QIAamp mini spin columna ilave edildi. 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edilen
QIAamp spin column’u temiz 2 ml toplama tiiplerine yerlestirildi ve iginde filtrat
bulunan toplama tiipleri atildi. Bu basamak tekrarlandi ve mevcut karisimin tamami
membrandan ge¢irilmis oldu. Daha sonra QIAamp mini spin column’a 500ul Buffer
AWI1 eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilidi ve filtrat atildi. QIAamp mini
spin columun kapag: dikkatlice acilip 500 pl Buffer AW2 eklenip 14000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi. QIAamp mini spin column’a 60 pl Buffer AVE konuldu.
Kapak kapatildiktan sonra oda sicakliginda 1 dakika bekletildi ve 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Elde edilen 6rnekler, RT-PZR isleminde kullanilmak iizere -
20 'C de saklandu.

2.3.4. Tersine Transkripsiyon (TT) ve nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (n-

PZR)

Tersine transkripsiyon i¢in plazmadan elde edilen viral RNA kalip olarak kullanildi.
Mikrosantrifiij tiipiiniin icerisine 10 ul RNA ve 5 pl random primer ilave edilip 55°C
de 10 dakika bekletildi. Oda 1sisina alinan RNA primer karisimi tizerine 5 pl RT
buffer (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 2.5 pul 2mM dNTP (Promega, Co,
Madison, WI, A.B.D.), 1 pl RNasin (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 ul
MLV-RT (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 pl steril dH,O eklenip karisim
37°C de | saat tutuldu. Bu islem sonunda elde edilen kopya DNA (cDNA)’lar
PZR’de kalip olarak kullanildi. Her bir 6rnekte 2 pul cDNA, 2 ul 10 pmol 324A ve
324B primer, 4 pl 1.25 mM dNTP (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 5 pul 25mM
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MgCl, (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 5 ul 10x PZR buffer (Promega, Co,
Madison, WI, A.B.D.), 1 ul 2 U Taq DNA polimeraz (Promega, Co, Madison, WI,
A.B.D.) ve 31 ul dH,O’nun kullamldigi 50 pl’lik PZR karigimi hazirlandi. 95°C de 2
dakika 6n 1sitmay1 takiben 95°C de 30 saniye, 55 C de 30 saniye, 72°C de 30 saniye,
32 dongii ve 72°C de 6 dakika son uzatmayla sonlandirilan PZR programi Thermal
cyclerde (Boeco, Almanya) uygulandi. Nested PZR i¢in PZR’de elde edilen DNA
tiriinleri spesifik i¢ primerler kullanilarak ¢ogaltildi (Tablo 2.4.). Her bir 6rnek i¢in 6
ul PZR {irtinii DNA, 2 ul 10 pmol B5 ve B6 primer, 4 pl 1.25 mM dNTP (Promega,
Co, Madison, WI, A.B.D.), 5 ul 25mM MgCl, (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.),
5 ul 10x PZR buffer (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.), 1 ul 2 U Tag DNA
polimeraz (Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.) ve 27 ul dH,O kullanildig1 50 pl’lik
PZR karisimu hazirlandi. 94°C de 2 dakika 6n 1sitmay1 takiben 94°C de 45 saniye,
56'C de 45 saniye, 72°'C de 45 saniye de 32 dongii ve 72°C de 5 dakika son
uzatmayla sonlandirilan PZR programi uygulandi (Renshaw ve ark. 2000). Buna

ilaveten BVDV ’nin diger susunun varligini tespit etmek icin BVDV-1a spesifik 1AF

primerleri (Texas, A.B.D.) de yukarida dizayn edilen prosediir dahilinde

kullanilmustir.

Tablo 2.4.: BVDV’nin c¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerlerin sekans dizilimleri
(Willoughby ve ark. 2006).

Primer Hedef Sekans (5'-3") Biiyiikliik Referans
(BP)

324 Pan-Pestivirus ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA 288 Vilcek ve ark. (1994)
326 Pan-Pestivirus TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC 288
1AF BVDV-1la TCG ACG CCT TRR CAT GAA GGT 169 Ridpath ve Bolin (1998)
IBF BVDV-1b TCG ACG CTT TGG AGG ACA 169

AGC
1ABR BVDV-laveb CCA TGT GCC ATG TAC AG 169
BS BVDV-2 ACT AGC GGT AGC AGT GAG 91 Letellier ve ark. (1999)
B6 BVDV-2 CTA GCG GAA TAG CAG GTC 91
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2.3.5. PZR Cogalma Uriinlerinin Jel Elektroforezi

Tris base’dan (Sigma) 121 g alinip 28.55 ml asetik asit (Merck) eklendi. 0.5M pH’1
8.0 olan EDTA’dan (kullanmadan 6nce kuvvetlice ¢alkalandi) 50 ml ilave edildi.
Sonrasin da 400 ml distile H,O eklenip 50X TAE hazirlandi. Agaroz jel hazirlanmasi
sirasinda 1X olacak sekilde seyreltildi. PZR iiriiniinii goriintiilemek i¢in % 1.5’lik
agaroz jel hazirlandi. Bu amacla 50 ml tris asetat/EDTA elektroforez tamponu (TAE
0.04 M Tris Asetat, 0.0001 M EDTA) igerisinde 0.75 gram (g) agaroz dNTP
(Promega, Co, Madison, WI, A.B.D.) kaynatildi. Agarozun 1sis1 yaklasik 50°C ye
diistiikten sonra eriyige 0.5 pg/ml oraninda ettidium bromide ilave edilerek
donduruldu. Ornekler 6X yiikleme tamponu (% 0.35 bromfenol mavisi ve % 30
gliserol) 1ile jele yiiklendi. Elektorforez islemi, Cleaver elektroforez cihazi
(Warwickshire, Ingiltere) ile 100 volt (V) akimda 60 dakika yapildi. Agaroz jel;
ultraviyole (UV) 151k kaynagi (Illuminyx, A.B.D) ile bakilarak PZR iiriinii belirlendi
(Azkur ve ark. 2003).
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3. BULGULAR

3.1. Bir isletmede BVDV Asisinin Kan Degerleri Uzerine Etkisinin Arastirllmas:

BVDV asisinin kan degerleri {izerine etkisinin arastirilmasi amaci ile siit sigirciligi
yapilan bir isletme secildi. Bu isletmede yaslar1 6-10 ay arasinda degisen 23 buzagi

tizerinde yapilan analizler sonucu asagidaki bulgular elde edildi.

WBC’nin sigirlardaki normal degeri 4-15 m/mm’ tiir (Feldman ve ark. 2000).
Asilama 6ncesi 23 buzagidan 3 tanesinde WBC degeri 4-15 m/mm’ araliginda, 20
buzagida ise 15 m/mm’ iizerinde tespit edildi. Asilama oncesi 23 buzagiya ait
ortalama WBC degeri 28.14 £10.16, asilamadan 1 hafta sonra 18.90 £6.65 ve 3 hafta
sonra 22.96 £9.04 olarak bulundu (Sekil 3.1.). Asilamadan 1 hafta sonra 23
buzagidan 7 tanesinde WBC degeri 4-15 m/mm’ arasinda belirlenir iken, 16
tanesinde 15 m/mm™iin tizerinde tespit edildi. Asilamadan 3 hafta sonrasinda 3 tane
buzagida 4-15 m/mm’ ortalama degeri tespit edilir iken geriye kalan 20 buzagida 4-
15 m/mm’ iizerinde deger belirlendi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1.: Lokosit degerinin 23 buzagidaki as1 dncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni,
caligmada kullanilan her bir buzagiy1r temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, WBC
parametresinin 1 mm’ kandaki degerini ifade etmektedir.
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RBC’nin sigirlardaki normal degeri 6-11 m/mm’ tiir (Feldman ve ark. 2000).
Astlama 6ncesi 23 buzagmin 22’sinde RBC degeri, 6-11 m/mm? araliginda $lgiildii.
Asilama oncesi 23 buzagiya ait ortalama RBC degeri 9.86 +0.87, asilamadan 1 hafta
sonra 9.55 +0.80 ve 3 hafta sonra 8.84 +1.23 olarak tespit edildi (Sekil 3.2.).
Asilamadan 1 ve 3 hafta sonra 23 buzagmin hepsinde RBC degeri 6-11 m/mm’
ortalama degerleri bulundu (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2.: Eritrosit degerinin 23 buzagidaki asi1 oncesi(0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni,
caligmada kullanilan her bir buzagiy1r temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, RBC
parametresinin 1 mm’® kandaki degerini ifade etmektedir.

Plt’'nin sigirlardaki normal degeri 100-800 m/mm’ tiir (Feldman ve ark. 2000).
Asilama oOncesi 23 buzagimin hepsinde Plt degeri, fizyolojik smirlar igerisinde
Olclildii. Asilama Oncesi tiim hayvanlara ait ortalama Plt degeri 204.34 +57.08,
asilamadan 1 hafta 256.73 +£50.03 ve 3 hafta sonra 219 +45.60 olarak belirlendi
(Sekil 3.3.). Asilamadan 1 ve 3 hafta sonra da buzagilarda PIt degeri fizyolojik

siirlar igerisinde oldugu gozlendi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3.: Trombosit degerinin 23 buzagidaki as1 6ncesi(0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni, tezde
kullamlan her bir buzagiy: temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, PLT parametresinin 1 mm’
kandaki degerini ifade etmektedir.

Yirmiii¢ buzagiya ait WBC, RBC ve PLT degerlerinin zamana gore degisimi
Sekil 3.4.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4.: Lokosit (WBC), eritrosit (RBC) ve trombosit (PLT) degerlerinin 23 buzagidaki
as1 Oncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta sonraki durumlari. *:Degerler arasinda anlaml
bulunan farkliliklar(p<0.05). X ekseni, asilama Oncesi ve sonrasi periyotlar ifade etmektedir.
Y ekseni, bu degerlerin 1 mm?® kandaki degerini ifade etmektedir.

Sigirlarda kandaki normal lenfosit degeri % 45-80°dir (Feldman ve ark. 2000).
Asilama Oncesi 23 buzagidan 2’sinde lenfosit degeri % 45’in altinda, bir tanesinde %
80’nin {lizerinde, geriye kalan hayvanlarda % 45-80 arasinda 6lgiildii. Asilama Oncesi
23 buzagiya ait ortalama lenfosit degeri % 64.23 £14.27, asilamadan 1 hafta sonra %
56.78 £13.06 ve 3 hafta sonra % 60.83 +45.60 olarak tespit edildi (Sekil 3.5.).

Asilamadan 1 hafta sonra 3 buzagida lenfosit degeri % 45’in altinda, 20 tanesinde ise
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% 45-80 arasinda olgiildii. Asilamadan 3 hafta sonrasinda tiim buzagilarda lenfosit

degeri % 45-80 ortalama degerleri arasindaydi (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5.: Lenfosit degerinin 23 buzagidaki a1 oncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki % durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni, bu
tezde kullanilan her bir buzagiy1 temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, lenfosit parametresinin
1 mm’ kandaki % degerini ifade etmektedir.

Lenfosit sayisimin sigirlardaki normal degeri 1.8-12 m/mm’ tiir (Feldman ve ark.
2000). Asilama oOncesi 23 buzagidan 5 tanesinde lenfosit sayisi 1.8-12 m/mm’
araliginda, 18 tanesinde ise 12 m/mm®iin iizerinde tespit edildi. Asilama oncesi 23
buzagiya ait ortalama lenfosit sayis1 19.30 £9.61, asilamadan 1 hafta sonra 11.41
+5.81 ve 3 hafta sonra 14.51 +£7.70 olarak bulundu (Sekil 3.6.). Asilamadan 1 hafta
sonra ise bu 23 buzagmm birinde 1.8 m/mm®’iin altinda belirlenir iken, 12 tanesinde
1.8-12 m/mm’ arasinda ve 10 tanesinde ise 12 m/mm’’iin iizerinde tespit edildi.
Asilamadan 3 hafta sonrasinda 12 buzagida 1.8-12 m/mm’ ortalama degeri tespit
edilir iken, geriye kalan 11 buzagida 12 m/mm™’iin iizerinde deger belirlendi (Sekil

3.6.).
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Sekil 3.6.: Lenfosit degeri sayisinin 23 buzagidaki as1 oncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3
hafta sonraki durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar(p<0.05). X ekseni,
tezde kullanilan her bir buzagiyr temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, lenfosit sayisi
parametresinin 1 mm® kandaki degerini ifade etmektedir.

Sigirlarda kandaki normal monosit degeri % 1-5’dir (Feldman ve ark. 2000).
Asilama oOncesi 23 buzagimin tiimiinde monosit degeri % 5’in iistiinde Olciildii.
Asilama yapilmadan 23 buzagiya ait ortalama monosit degeri % 10.35 £3.69°diir.
Asilamadan 1 hafta sonra % 15.51 £3.90 ve 3 hafta sonra % 13.74 £2.86 olarak tespit
edildi (Sekil 3.7.). Asilamadan 1 ve 3 hafta sonra tiim hayvanlarda monosit degeri %

5’in iistiinde ol¢iildii (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7.: Monosit degerinin 23 buzagidaki as1 oncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki % durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni, tezde
kullanilan her bir buzagiy1 temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, monosit parametresinin 1
mm’ kandaki % degerini ifade etmektedir.
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Monosit sayisinin sigirlardaki normal degeri 0-0.7 m/mm? tiir (Feldman ve ark.
2000). Asilama oncesi tiim buzagilarda monosit sayist degeri 0.7 m/mm”’iin iizerinde
tespit edildi. Asilama Oncesi 23 buzagiya ait ortalama monosit sayis1 2.61 +0.61,
asilamadan 1 hafta sonra 2.81 +0.79 ve 3 hafta sonra 2.99 +0.73 olarak bulundu
(Sekil 3.8.). Asillamadan 1 hafta sonra ise sadece 1 buzagida monosit sayisi 0-0.7
m/mm’ arasinda belirlenir iken, 22 tanesin monosit sayis1 0.7 m/mm”’iin iizerinde
tespit edildi. Asilamadan 3 hafta sonrasinda buzagilarin tamaminda monosit sayisi

0.7 m/mm>’iin iizerinde belirlendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8.: Monosit sayisinin 23 buzagidaki as1t oncesi (0. giin), asilamadan 1 ve 3 hafta
sonraki durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni, tezde
kullanilan her bir buzagiy1 temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, monosit say1si parametresinin
1 mm® kandaki degerini ifade etmektedir.

Sigirlarda kandaki normal nétrofil/graniilosit degeri % 10-30’dur (Feldman ve
ark. 2000). Asilama 6ncesi 23 buzaginin 16’sinda nétrofil/grantilosit degeri % 10-30
belirlendi. Notrofil/graniilosit degeri 7 buzagida ise % 30’un istiinde oOlgiildii.
Asilama Oncesi 23 buzagiya ait ortalama ndotrofil/graniilosit degeri % 25.41 £11.03,
asilamadan 1 hafta sonra % 27.69 +£10.75 ve 3 hafta sonra % 25.4 +6.75 olarak tespit
edildi (Sekil 3.9.). Asilamadan 1 ve 3 hafta sonrasinda 16 hayvanda notrofil/
graniilosit degeri % 10-30 aralifinda, 7 tane hayvanda ise % 30’un iizerinde

belirlendi (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9.: Notrofil/Graniilosit degerinin 23 buzagidaki asi dncesi (0. giin), agilamadan 1 ve 3
hafta sonraki % durumu. *:Degerler arasinda anlamli bulunan farkliliklar (p<0.05). X ekseni,
tezde kullanilan her bir buzagiy1r temsil etmektedir (n=23). Y ekseni, notrofil/graniilosit
parametresinin 1 mm’® kandaki % degerini ifade etmektedir.

Nétrofil/graniilosit sayisimn sigirlardaki normal degeri 0.4-4.5 m/mm’ olarak
daha 6nemli ¢aligmalarda rapor edilmistir (Feldman ve ark. 2000). Asilama Oncesi 23
buzagidan 1 tanesinde nétrofil/graniilosit sayisi 0,4-4,5 m/mm’ araliginda, 22 tane
buzagida ise 4.5 m/mm’ iizerinde tespit edildi. Asilama 6ncesi 23 buzagiya ait
ortalama ndtrofil/graniilosit sayis1 6.21 +1.16, asilamadan 1 hafta sonra 4.67 +0.99

ve 3 hafta sonra 5.44 £1.36 olarak bulundu (Sekil 3.10.). Asilamadan 1 hafta sonra
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23 buzagidan 10 tanesinde noétrofil/graniilosit sayisi 0.4-4.5 m/mm’ arasinda

belirlenir iken, 1