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OZET

Bu olguda, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Klinigi’ne muayene ve tedavi igin getirilen iki sigirda
Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) metodu kullanilarak teshis edilen Bovine Viral
Diarrhea Virusu (BYDV)’nun sebep oldugu Mucosal Disease (MD) hastaliginin bildirilmesi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Bovine Viral Diarrhea Virusu, BVDV, Mucosal Disease, RT-PCR.
ABSTRACT

The Mucosal Disease Cases Observed in Our Clinic and Confirmed with Reverse Transcription — Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR)

The aim of case this report was to report the mucosal disease caused by Bovine Viral Diarrhea Virusu (BVDV) and
diagnosed with reverse transcription — polymerase chain reaction (RT-PCR) technology in two cattle presented to the

Internal Medicine Clinic of Veterinary Faculty of Firat University for examination and treatment.
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GIRIS

Bovine Viral Diarrhea/Mucosal Disease
(BVD/MD) sigirlara mahsus, identik bir virus
(Bovine Viral Diarrhea Virusu; BVDV) tarafin-
dan meydana getirilen, klinikman birbirin-den
farkli iki formu bulunan hastaliktir (1, 2, 3).
Hastaligin her iki formu da hayvanlarin yas ve
duyarlilig1 ile cevresel faktorlerin etkisine bagl
olarak c¢ogunlukla sporadik ve zaman zaman
enzootik olarak ortaya cikabilir (4). Diinyada
yaygin goriilen hastaligin biiyiik ekonomik kayip-
lara neden oldugu bildirilmektedir (2, 5, 6, 7).

Flaviviridae familyasindan pestivirus
grubundan bir virus olan BVDV’nin primer
konakeilart sigirlardir (1, 2, 5). Virusun, hiicre
kiiltiirlerindeki cytopathic etkiye dayandirilarak
yapilan BVDV izolasyonunda cytopathogenic
(CP) ve noncytopathogenic (NCP) olarak iki
biyotipe ayrildigi, antijenik-genotipik olarak ise
tip I (BVDV1) ve tip II (BVDV2) seklinde
smiflandirildigr  bildirilmigtir (2, 5, 6, 7, 8).
BVDV1 tipi yaygin olarak ag1 iiretimi, laboratuar
teshis ve arastirmalar i¢in kullanilmaktadir (9).
BVDV?2 tipe ait olan viruslar ilk kez 1980’lerin
sonlarinda Kuzey Amerika’daki bir salginda izole
edilmistir ve daha sonra yapilan ¢alismalarla bu

tipin hastaligimn siddetli formundan sorumlu
oldugu ortaya konmustur (10).

BVDV’nin; BVD, akut ve kronik MD, siirekli
virus sacan buzagilar, kongenital anomaliler ve
abortlar gibi bir¢ok klinik goriinimde hastaliga
neden oldugu belirtilmistir (8). BVDV’nin
olusturdugu morbiditesi yiiksek ve mortalitesi
diisiik olan, en yaygin goriillen BVD formunun saf
itk sigirlarda  subklinik hafif bir enfeksiyon
seklinde seyrettigi, bu hayvanlarin genellikle
serum ndtralizing antikorlar irettikleri ve birkag
giinde iyilestikleri kaynaklarda belirtilmektedir
(2, 5, 6, 8). Persiste infekte (PI) bir hayvanin
farkli tipteki bir BVDV enfeksiyona Kkarsi
herhangi bir savunma mekanizmasi kuramadigi,
sonradan BVDV’ye maruz kalirsa MD’nin
sekillendigi  bildirilmektedir. Sadece  PI
hayvanlarda gorilen MD formunun morbidite
orani diisiik (% 2-50) olmasina ragmen mortalite
orant yiiksektir (% 90) (4, 6, 8).

Ulkemizde daha once yapilan c¢aligmalarla
(11, 12, 13, 14, 15, 16) BVDV’nin varlig1 ortaya
konmustur. Bu amagla gergeklestirilen
calismalarin pek ¢ogu serolojik veya virus
izolasyon temellidir. Serolojik testlerin duyarligi
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diisik ve elde edilen sonuglar yoruma agiktir.
Virus izolasyonu temelli testlerin ise en biiyiik
dezavantaji ¢ok uzun siirede sonuglarin elde
edilmesidir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR);
kisa siirede sonug elde edilmesi, duyarliligi ve
Ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle pek ¢ok
viral hastaligin tanisinda siklikla
kullanilmaktadir. Ulkemizde BVDV nin tanisinda
PCR’mn  kullanildigr smirhi sayida caligmaya
rastlanmigtir (15).

Bu gozlem, bdlgemizde klinik olarak ilk defa
rapor edilen ve sekans g¢aligsmalart devam eden,
reverse  transkriptaz-PCR ~ (RT-PCR) ile
dogrulanan MD olgularinin 6n rapor olarak
bildirilmesi  amaciyla  yazilmigtir.  Ayrica,
calismada MD ile klinik olarak benzerliklerinden
dolayi, 6rnekler, infeksiydz bovine rhinotracheitis
(IBR), sigir vebasi (RPV) ve sap (FMDV) varligi
yoniinden de arastirilmistir.

OLGU SUNUMU

Caligmanin materyalini istahsizlik ve ishal
sikayetiyle 15.04.2005 tarihinde F.U. Veteriner
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal Klinigi’ne
muayene, teshis ve tedavi igin getirilen 6 aylik
Simental melezi bir dana (Protokol no 255, Olgu
1) ile onbes giin Once satin alinan, klinigimize
getirilmeden ii¢ giin once theileriosis tedavisi
(Butalex ve Primamycin/LA) yapilan, istahsizlik,
Oksiiriik ve ishal sikayetiyle 13.06.2005 tarihinde
klinigimize getirilen 1 yasindaki Simental melezi
bir tosun (Protokol No 406, Olgu 2)
olusturmustur.

Anemnezde olgu 2’nin bulundugu ahirda daha
hafif siddette ve farkli goriinimde baska
hastalarin  oldugu ifade edildigi igin ahira
gidilerek siirlinlin yapilan klinik muayenesi
sonucunda diger hastalarin sap oldugu belirlenmis
ve Elaz1ig 11 Tarm Miidiirliigii’ne ihbari
yapilmistir. Ayrica hasta sahibinin de ifade ettigi
gibi olgu 2’deki klinik semptomlar ile siiriideki
klinik goriiniimiin farkli oldugu tespit edilmistir.

Her iki hastanin yapilan klinik
muayenelerinde durgun olduklar1 gézlenmis, dis
gicirdatmasi, konjunktiva ve agiz mukozasinda
hiperemi ve skleral damarlarda dolgunluk
belirlenmistir. Dis etleri, iist damak, dil ve yanak
mukozasinda erozyon ve iilserin bulundugu (Sekil
la ve 2a), salya akintisi, purulent tabiatta burun
akintist (Sekil 1b), perianal bolgede kabartilarin
oldugu ve ishal (sulu, gri yesilimtirak renkte
gaita) (Sekil 2b) ile dehidrasyon bulgulart
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saptanmistir. Akcigerlerin oskiiltasyonunda sert
vezikiiler sesler alinmistir. Ayaklarda herhangi bir
lezyon gozlenmemekle birlikte hafif derecede
sicaklik artis1 tespit edilmistir.

Sekil 1b. Olg ' ’de burun akintisi

Hastalarin  klinik muayeneleri yapildiktan
sonra V. jugularis’lerinden aliman  kan
orneklerinde Forcyte marka kan sayim cihazi ile
hematolojik parametreler saptanmustir (Tablo 1).

Klinik ve hematolojik muayeneler sonrasinda
hayvanlarin MD olabileceginden siiphelenilerek
virolojik muayeneler i¢in salya, burun akintis1 ve
farengeal swap ornekleri laboratuvara
gonderilmistir.

Bu hayvanlart sekunder enfeksiyonlardan
korumak i¢in giinde 10 mg/kg oksitetrasiklin
(Primamycin/LA; Pfizer: her ml’de 200 mg
oksitetrasiklin igeren 50 ml’lik flakon), viicut



direncini artirmak amaciyla 25 ml C vitamini
(VitCe; Sanovel; her ml’de 200 mg askorbik
iceren 50 ml’lik flakon) ve rehidrasyon ve enerji
ihtiyacin1 karsilamak amaciyla kg canli agirliga
10 ml dozunda damar i¢i olarak serum fizyolojik
(% 0.9) ve dekstroz (% 5) uygulamalari
yapilmistir. Ayrica agizdaki lezyonlara gliserin
iode siiriilmiistiir.

Sekil 2b. Olgu 2’de ishal

Tablo 1. Olgularin klinik ve hematolojik muayene
bulgular
Klinik ve Hematolojik

Parametreler Olgul  Olgu2
Viicut sicakligi (°C) 40.2 40.0
Kalp frekansi (adet/dk) 82 90
Solunum Frekansi (adet/dk) 38 32
Rumen Hareketi (adet/5 dk) 0 2
Total Lékosit Sayist (bin/mm® 2.4 2.6
Eritrosit Sayisi (milyon/mm®) 7.2 5.4
Hemoglobin miktar1 (g/dl) 10.2 9.4
Hematokrit deger (%) 32.02 28
Trombosit sayisi (bin/mm?®) 153 140
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DNA ve RNA ekstraksiyonu

Klinik ve kontrol oOrneklerinden (negatif
kontrol; RNases ve DNases free steril su, pozitif
kontroller; BVDV NADL susu, IBR Colorada
susu, sigir vebast ve sap asi suslar1) DNA ve
RNA ektraksiyonu iiretici firmanin tavsiyesine
gore ticari hem doku hemde doku sivilarinda
kullanima uygun eksraksiyon kiti kullanilarak
elde edildi (Biological Industries Co., Israel).
DNA ve RNA peletleri 50 pl distile su iginde
¢ozdiriildii ve kullamlincaya kadar -20 °C’de
saklandi.

Genom amplikasyon metodlar:

Klinik ve kontrol érneklerinden IBR (17), sap
(18) ve sigir vebasmin (19) genomlarinin
cogaltilmast daha Onceden belirtildigi gibi
yapildi. Bu ¢alismada, 5 UTR fwd (5’-CTA GCC
ATG CCC TTA GTA GGA CTA-3’) ve STAR-
Trev (5’-CAA CTC CAT GTG CCA TGT ACA
GCA-3’) primerleri RT-PCR’da BVD’nin 5’-
UTR bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi. BVD
icin RT-PCR prosediirii daha 6nceden belirtildigi
gibi bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirildi  (20). Kisaca; RT asamasinda
klinik 6rneklerden elde edilen RNA’nin 10 pl’si,
5 pl 5x M-MLV Buffer (250 mM Tris-HCI, pH
8.3, 375 mM potassiumchloride, 15 mM
Magnesium chloride, 50 mM DTT), her birinden
2 mM deoksiniikleotitler, 20U M-MLV reverse
transcriptase (Promega), 20 pmol primer (5’-CAA
CTC CAT GTG CCA TGT ACA GCA-3°)
kullamlarak, 37 °C’de 1 saatte cDNA’ya
donistiiriildii. PCR reaksiyonu, 5 pl ¢ DNA,
10xPCR Bufferden (100 mM Tris-HCI, pH: 8.0,
500 mM potassiumchloride, 15 mM Magnesium
chloride) 5ul, 4 deoksiniikleotidin her birinden 2
mM, 1U Taq DNA polymerase (Bioron), 20 pM
primerler olmak {izere toplam 50ul PCR
karigiminda gerceklestirildi. Amplikasyonlar, 94
°C’de 2 dak. baslangic asamasindan sonra, 94
°C’de 30 sn, 52 °C’de 1 dak, 72 °C’de 1 dak,
toplam 35 déngiide sonra, 72 °C’de 7 dak. son
uzatma ile gerceklestirildi. PCR {iriiniiniin 10
ul’si % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildi ve UV 15181
altinda etidium bromide boyamayla gériintiilendi.

TARTISMA

Klinik o6rneklerden izole edilen RNA’nin
BVD primerleriyle yapilan RT-PCR sonucunda,
iki siipheli hayvanda 292 bp’lik spesifik bant
gozlenmistir. Ayn1 Orneklerin sap, sigir vebasi,
IBR  primerleriyle  gerceklestirilen =~ PCR
sonucunda, olgu 2°de sap primerleri ile spesifik
bant olusumu haricinde, agaroz jelde bant
olusumu belirlenmemistir (Sekil 3).
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500 bp

300 bp
200 bp
100 bp

Sekil 3. RT-PCR bulgularinin %2’lik agaroz jelde
goriintiisii. Hat 1; pozitif kontrol (BVDV’nin NADL
standart susu), hat 2; olgu 1 RNA’simn BVDV
primerleriyle amplifikasyonu, hat 3; olgu 2 RNA’smin
BVDV primerleriyle amplifikasyonu, hat 4; olgu 2
RNA’sinin sap primerleriyle amplifikasyonu, hat 5;
olgu 2 RNA’smin sigir vebasi primerleriyle
amplifikasyonu, hat 6; olgu 2 DNA’sinin IBR
primerleriyle amplifikasyonu, hat 7; distile su-BVDV
primerleriyle amplifikasyon.

BVDV enfeksiyonlar1 diinyada besi ve siit
hayvanlar1 igin yaygmn bir problemdir (2, 6).
Sindirim kanalinin eroziv lezyonlar1 ve ishal
salginlariyla karakterize sigirlarin akut sindirim
kanali hastaligi olarak ilk kez 50 yil kadar 6nce
Kuzey Amerika’da tarif edilmistir (6, 9).
Ulkemizde hastaligm varligi1 ve prevalansi gesitli
aragtirictlar (11, 13, 14, 16) tarafindan
saptanmaya c¢alisilmig ve degisik oranlarda
BVDV’nin varlig1 ortaya konulmustur. Ancak bu
calismalarda BVDV’nin neden oldugu MD
formunun klinik goriinimii ile ilgili bir bilgiye
rastlanmamustir.

BVDV’nin siddetli bir formu olarak bildirilen
akut ve kronik MD’nin sadece PI immunotolerant
sigirlarin siiperenfeksiyona maruz kalmasi sonucu
sporadik ve enzootik olarak meydana geldigi
vurgulanmistir (4, 6, 8, 21). Laboratuvar
muayeneleri sonrasinda BVDV  tasidigi tespit
edilen hayvanlardan olgu 1’in PI immunotolerant
bir sigir oldugu ve siiperenfeksiyon sonrasinda
MD’nin  meydana geldigi disiiniilmektedir.
PCR’da sap virusunun da bulundugu tespit edilen
ve yeni satin almarak theileriosis tedavisi
yapilmis olan PI oldugu diisiiniilen olgu 2’nin ise
alistk olmadigi yeni ortama adaptasyonu
esnasinda olusabilecek problemler ile sapin MD
hastaliginin goriilmesinde tetikleyici bir etmen
oldugu  disiiniilmektedir. ~ Ahirdaki  diger
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hastalarda sapin tipik bulgulari olan agiz ve
ayaktaki lezyonlar gozlenmistir. Ancak olgu 2°de
gozlenen agiz lezyonlari sapa benzemesine
ragmen, Ozellikle olguda ishalin mevcudiyeti ve
genel durumun kétilesmesi nedeniyle zorunlu
olarak kesilmesi hastanin MD oldugunu destekler
niteliktedir.

MD formunda; ates, depresyon, anoreksi,
ishal, nasal akinti, agiz ve dil mukozasini icine
alan ist sindirim kanalinda erozyon ve iilserler,
dehidrasyon, asir1 zayiflama ve olaylarin
bazilarinda interdigital ve coroner sahada epitel
nekroz, kabuk olusumu ve erozyonlara bagl
olarak agrili yiirliylis goriildiigii ve genellikle iki
hafta icinde Olimlerin olabilecegini belirten
literatiir bildirimleriyle (2, 4, 5, 6, 7, 8, 22)
olgularda gozlenen klinik bulgularin  uyum
igerisinde oldugu godzlenmistir.

Literatiirlerde (1, 4, 5, 7, 8, 22), hastaliga
biitiin yaslardaki sigirlarin duyarlt olmasina
ragmen genellikle 6 — 24 aylik hayvanlarda
enfeksiyonun meydana geldigi bildirilmektedir.
Her iki olgunun da duyarli olarak bildirilen yas
grubu arasinda olusu bu goriigii destekler
niteliktedir. Calismadaki her iki olguda da
saptanan total lokosit ve trombosit sayisindaki
diisislerin Baker (6)’in MD’li hayvanlarda
16kosit sayisinin normalden % 50 asag1 distigi
ve trombosit sayisinin azaldigir bildirimiyle
uyumlu bulunmustur.

Sekunder enfeksiyonlara karsi tedaviye alinan
hayvanlarin sahipleri ile yapilan goriismede, her
iki hayvanin da daha sonra kétiilestigi ve bu
nedenle zorunlu olarak kestikleri &grenilmistir.
Oldiigiinde haber vermeleri istenmesine ragmen
bilgi  vermeden  kestiklerinden  otopsileri
yaptlamamistir.  Ancak her iki  hastanin
kotiilesmesi ve zorunlu kesilmeleri PI sigirlarda
BVDV tarafindan meydana getirilen MD’nin
mortalitesinin ¢ok yiiksek oldugu bildirimini (4,
6) destekler niteliktedir.

Bu ¢alismada, PCR metodu kullanilarak MD
stipheli vakalar kisa siirede belirlenmistir. Ayrica,
calismada klinik benzerlikleri nedeniyle, 6rnekler
mukozal hastaliklara sebep olan diger onemli
viruslarin varlig: yoniinden de test edilmigtir. Test
edilen viruslardan, erken tanisi bakimindan, sigir
vebasi hastaligt 6zellikle énem arz etmektedir.
Ulkemiz bu hastaliktan ari olmasmna ragmen,
cografik konumu nedeniyle, Dogu-Giiney Dogu
Anadolu Bolgesi sigir vebasi yoniinden en riskli
bolgelerden biridir. Bu nedenle bélgemiz i¢in MD
hastaligiyla sigir vebasi hastaligin ayrimimnin hizl



ve dogru bir seklide gergeklestirilmesi daha da
onem arz etmektedir. Bu c¢aligma bu nedenle de
onemli goriilmektedir.

Sonu¢ olarak; sigirlarin ishal ve stomatitis
semptomlartyla seyreden hastalik olaylarinda
bdlgemizde klinik olarak ilk kez gdézlemlenen ve
RT-PCR metodu kullanilarak teyit edilen MD
hastaliginin da dikkate alinmasi gerektigi, ayrica
iilkemizde hastaligin insidansini ortaya koyacak
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