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ÖNSÖZ 

 

 

 Küçük ruminant (koyun ve keçi) türlerinde reprodüktif sisteme yönelik 

bulgularla karakterize enfeksiyonlara neden olan Pestiviruslar, Flaviviridae ailesinin 

aynı isimli genusunda bulunmaktadırlar.  

 

Her ne kadar Pestivirusların konakçı hayvan türüne göre yapılan 

taksonomisinde; sığırların esas konakçı olduğu Bovine Virus Diarrhoea Virusu 

(BVDV), koyun ve keçilerde enfeksiyon oluĢturan Border Disease Virusu (BDV) yer 

almakta ise de her iki virusun söz konusu türlerde enfeksiyona neden oluĢu sebebiyle 

bu viruslar ―ruminant pestivirusları‖ olarak da adlandırılmaktadır.  

 

 Son yıllarda, Border Disease (BD) enfeksiyonunun küçük ruminant 

sürülerinde varlığı/yaygınlığı ve izole edilen etkenlerin moleküler 

karakterizasyonlarına yönelik birçok çalıĢma bildirilmiĢtir. Bu çalıĢmalarda Amerika, 

Yeni Zelanda, Avustralya ve Ġspanya, Ġtalya, Ġsviçre, Ġsveç gibi bazı Avrupa 

ülkelerinde enfeksiyonun varlığı/yaygınlığının yanısıra etkenlerin çeĢitliliği de ortaya 

konulmuĢtur. Ayrıca Tunus‘ta pestivirusla kontamine koyun çiçeği aĢısı ile aĢılamayı 

takiben ortaya çıkan enfeksiyonun etkeninin de bir BDV olduğu bildirilmiĢtir. 

Pestivirusların yaban hayattaki yaygınlığı da dikkat çekici bir olgudur. Özellikle 

Ġspanya‘daki bazı geyik türlerinde gözlenen salgınlarda etken identifikasyonu 

yapıldığında, BD viruslarının yeni subgruplarının ortaya çıkmasının yanısıra, bu 

etkenlerin çiftlik hayvanlarında görülen Pestivirus enfeksiyonlarına da bir kaynak 

oluĢturduğu düĢünülmektedir. Ülkemizde de koyun ve keçilerde pestivirus ve BD 

enfeksiyonlarının varlığı tespit edilmiĢtir. 

 

 

Pestivirus enfeksiyonları, sığır ve domuz yetiĢtiriciliği yapılan tüm ülkelerde 

sebep olduğu ağır ekonomik kayıplar nedeniyle; eski adıyla Office Internationale des 

Epizootie (OIE), yeni adıyla World Organization of Animal Health (WOAH) 
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listesinde bildirimi mecburi hastalıklar grubunda yer almaktadır. Ekonomik kayıplara 

önemli bir örnek olarak; Hollanda‘da yaĢanan 1997-1998 Klasik Domuz Vebası 

(CSFV) salgını sırasında 6,5 milyon yetiĢkin domuz ve 2,6 milyon yavru domuzun 

itlaf edilmesi verilebilir. Domuz yetiĢtiriciliğinde CSFV yanı sıra özellikle BVDV ve 

BDV nedeniyle oluĢan enfeksiyonların da varlığı, CSFV için Avrupa Birliği 

ülkelerinde getirilen itlaf yükümlülüğü noktasında, pestivirus enfeksiyonlarında 

ayırıcı teĢhisi önemli kılmıĢtır. Ülkemizde yasal düzenlemeye dayalı halen 

sürdürülmekte olan Pestivirus enfeksiyonlarına iliĢkin bir mücadele programı 

bulunmamasına rağmen, sözkonusu enfeksiyonların gerçek seroprevalanslarının 

saptanması ileride yürütülmesi muhtemel araĢtırmalar, zorunlu/isteğe bağlı kontrol 

programları geliĢtirilmesi yönünden büyük önem taĢımaktadır. Bu nedenle Pestivirus 

enfeksiyonlarında ayırıcı teĢhis büyük önem kazanmaktadır.  

 

 

Bu noktadan hareketle, planlanan bu çalıĢmada koyunculuk iĢletmelerinden 

alınan 300 adet kan serumu örneğinde, BVDV ve BDV referenz virusları 

kullanılarak yapılan nötralizasyon testi temeline dayalı Pestivirus enfeksiyonlarının 

ayırıcı teĢhisi hedeflenmiĢtir.   
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1.GĠRĠġ 

 

 

1.1. Tarihçe 

 

Ġlk kez 1959 yılında Hughes ve ark. tarafından Ġngiltere ile Wales arasındaki 

sınır bölgelerinde bulunan koyun sürülerinde tanımlanan Border Disease (BD) 

enfeksiyonu, Hairy Shaker Disease (Yağlı yapağı hastalığı) veya Fuzzy Lambs 

Syndrome (Köpek kılı yapağılı kuzu sendromu) gibi sinonim isimlerle de 

anılmaktadır. Semptomlar; enfekte gebe koyunlarda abortlar, ölü doğumlar, 

normalden düĢük doğum ağırlığına sahip yavru doğumları veya kongenital anomalili 

yavru doğumları Ģeklinde tanımlanmaktadır (Nettleton ve ark., 1998). Serolojik 

araĢtırmalar BD enfeksiyonunun dünya çapında yayıldığını göstermiĢtir. AraĢtırma 

yapılan bölgelerde koyun sürülerinde seroprevalans oranları %5 ile %50 arasında 

saptanmıĢ, hatta bazı ülkelerde %90‘a kadar ulaĢabildiği görülmüĢtür (Nettleton ve 

ark., 1998). 

 

 

 Bovine Virus Diarrhoea Virus (BVDV) enfeksiyonu ise, ilk olarak 1946 

yılında Olafson ve ark. tarafından New York eyaletindeki sütçü sığır sürülerinde 

Ģiddetli ishalle karakterize mide ve bağırsak iltihabı olarak tanımlanmıĢtır. Ayrıca 

bazı enfekte hayvanlarda nazal ve oral mukozada erozyonlar oluĢtuğu gözlemlenmiĢ, 

gebe hayvanlarda da abortlar görülmüĢtür. Tüm bu bulgulara rağmen hastalığın 

morbidite oranlarının yüksek, mortalite oranlarının düĢük olduğu bildirilmiĢtir. 

Ramsey ve Chivers (1953), bu adlandırmadan 7 yıl sonra Iowa‘da yaĢları değiĢen 

sığır sürülerinde ilk olarak Mucosal Disease (MD) adı verilen hastalığı 

tanımlamıĢlardır. Olafson ve ark. (1946) benzer olarak ülseratif mukozal lezyonlar ve 

ishal semptomları ile karĢılaĢmıĢlar, ancak mortalite oranlarını daha yüksek 

bulmuĢlardır. Bu nedenle hastalığın BVDV‘den ayrı bir hastalık olduğu 

düĢünülmüĢtür. Sığırlar üzerinde yapılan çapraz bağıĢıklık ve hücre kültürü 
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çalıĢmaları, sonuçta BVDV ve MD enfeksiyonlarına aynı virusun neden olduğunun 

anlaĢılmasını sağlamıĢtır. 

 

 BVD virusu üzerine 1960 ve 1970‘li yıllarda yapılan çalıĢmalarda, 

domuzlardaki Klasik Domuz Vebası (Hog Cholera) virusu ve koyunlarda görülen 

BD virusları ile yakın akraba olduğu belirlenmiĢtir (Darbyshire, 1962). Daha sonra 

bu üç virus  “Flaviviridae”  familyasının “Pestivirus” genusunda 

sınıflandırılmıĢlardır (Heinz ve ark., 2000). 

  

1.2. Etiyoloji ve Pestivirusların Genel Özellikleri 

 

Flaviviridae ailesinde bulunan Pestivirus genusu, Bovidae ailesindeki sığır 

türlerini, Ovidae ailesindeki koyun, keçileri ve Suidae ailesindeki domuz türlerini 

enfekte eden virus türlerini içermektedir. Pestiviruslar, ilk olarak konak orijinlerine 

ve yaptıkları hastalıklara bakılarak sınıflandırılmıĢlardır. Ancak yapılan araĢtırmalar 

pestivirusların konakçı spesifik olmadıklarını kanıtlamıĢtır (Becher ve ark., 1999; 

Becher ve ark., 1997; Carlsson ve ark., 1994; Terpstra ve ark., 1998; Hurtado ve ark., 

2003). Pestivirus genusunda Bovine Virus Diarrhoea Virus genotip 1 (BVDV-1), 

Bovine Virus Diarrhoea Virus genotip 2 (BVDV-2), Border Disease Virus (BDV), 

Klasik Domuz Vebası Virusu (CSFV) ve atipik pestivirus türleri bulunmaktadır 

(Pellerin ve ark., 1994; Ridpath ve ark., 1994; Heinz ve ark., 2000). 

 

Son yıllarda fötal serumlardan tespit edilen HoBi virusu BVDV-3 olarak 

kabul edilmiĢtir (Schirrmeier ve ark., 2004). Domuzlardan izole edilen 

Bungowannah virusu (Kirkland ve ark., 2007) ile de pestivirus genusu yeni üyeler 

kazanmaya devam etmektedir. 
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Pestivirus genusundaki viruslar, tek iplikçikli, pozitif polariteli ve yaklaĢık 

12,3-12,5 kb arasında değiĢen uzunluğa sahip RNA molekülü içerirler. Virion 

yaklaĢık 40-60 nm çapındadır, nükleokapsit lipid yapıda olan bir zarfla kaplıdır ve 

ikozahedral simetriye sahiptirler (Murphy ve ark., 1989; Rumenapf ve Thiel, 2008). 

Virionların zarflarının yüzeylerinde 10-12nm boyunda halka benzeri alt üniteler 

bulunur (Tidona ve Darai, 2011). Virionların RNA‘ları enfeksiyözdür ve hem genom 

hem de viral messenger RNA olarak görev alırlar (Rumenapf ve Thiel, 2008). 

Serolojik olarak yapılan çalıĢmalar pestivirusların birbirleriyle antijenik olarak 

bağlantılı olduklarını göstermiĢtir (Darbyshire,1960; Fernelius ve ark., 1973). 

 

Virus genomu; iki ucundan translate olmayan bölgelerle (5‘ ve 3‘, untranslate 

region UTR) çevrelenmiĢ, bir açık okunabilir bölgeye (Open Reading Frame, ORF) 

sahiptir. UTR bölgeleri, virus proteinlerinin sentezi ve virus genomunun 

replikasyonu için önemli sinyalleri bulundurmaktadır. Genomun 3
‘
 ucunda Poly (A) 

kısmı, 5
‘
 ucunda da Ģapka (cap) yoktur. ORF; yaklaĢık 4000 aminoasitten oluĢan bir 

poliprotein olarak kodlanır, yapısal olan ve olmayan 11-12 adet (bu sayısal farklılık 

biyotipik özelliklerden kaynaklanır.) polipeptide sahiptir (Moenning, 1990).  

 

Yüksek korunurlukta olan 5‘UTR, pestivirusların filogenetik analizlerinde en 

çok tercih edilen bölgedir (140). N
pro

 (p20), ORF‘dan ilk kodlanan proteindir, 504 

nükleotidden ibarettir ve proteaz aktivitesine sahiptir (Becher ve ark., 2003).  

 

Olgun virionlarda N
pro

‘yu 303 nükleotide sahip kapsid proteini takip eder, 

ardından konakçı hücreden kazanılan E
rns 

(681 nükleotid), E1 (585 nt) ve E2 (1119 

nt) zar proteinleri gelmektedir (Becher ve ark., 1994). E
rns

 glikozillenmiĢ bir proteindir 

(Rumenapf ve ark., 1993) ve hidrofobik bir yapı içermez (Weiland ve ark., 1992). 

Ayrıca ribonükleaz aktivitesine sahiptir ki bu enzim virus replikasyonunda rol oynar. 

Bu bölgeye karĢı da nötralizan antikor oluĢumu mevcuttur (Windisch ve ark., 1996). 
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Yapısal proteinlerden E1‘e karĢı herhangi bir nötralizan antikor oluĢumu 

bildirilmemiĢtir. 

 

Virusa ait zar glikoproteinlerinden E2, pestivirusla enfekte veya aĢılı olan 

hayvanlarda nötralizan antikor üretiminden sorumlu baĢlıca proteindir. Major 

immundominant protein olarak da anılan E2 proteini, son derece varyasyonlar 

göstermesi sebebiyle immun sistem tarafından oluĢturulan antikor yanıt 

nötralizasyon kinetiğine etki ederek, aynı genustaki farklı virusların alt tiplerinin 

tanınması durumunda da farklılıklara neden olmaktadır (Meyers ve Thiel, 1996; Patel 

ve ark., 2005).  

 

 Yapısal olmayan proteinler (NS), NS2-3 ile baĢlar. Bu bölge proteaz ve 

helikaz aktivitesine sahiptir. Ruminant pestivirusları üretildikleri hücre kültürlerinde 

yapmıĢ oldukları morfolojik değiĢikliklere göre iki farklı biyotipte bulunurlar 

(Meyers ve Thiel, 1996) :  

- Non-sitopatojen (ncp)   

- Sitopatojen (cpe) 

Bu biyotipler enfeksiyonun patogenezinde oldukça önem taĢırlar. Persiste 

enfeksiyondan sorumlu biyotip ncp olandır. Sitopatik etki yapan biyotip ise, ya 

enfekte hayvanlardan pestivirusların mutasyonu yolu ile ya da doğal hayatta 

süperenfeksiyon yolu ile kazanılır. Bunun sonucunda her iki biyotipi de 

organizmasında barındıran bireyler MD‘e yakalanarak ölürler (Meyers ve Thiel, 

1996). 

MD, homolog suĢla Ģekillenirse erken (early-onset) veya heterolog suĢla 

Ģekillenirse geç (late-onset) dönemde geliĢebilmektedir (Fritzemeier, 1996). Yapısal 

olmayan NS2-3 proteini (p125), ubiquitin esteraz enzimi vasıtasıyla insersiyon veya 

delesyon Ģeklindeki mutasyonlarla ikiye ayrılabilir. Sitopatojen olan pestivirus 

suĢlarının p125 proteinini kodlama bölgesinde oluĢan mutasyonlar sonrasında NS2 

ile NS3‘ün ayrımı gerçekleĢmektedir. Takip eden araĢtırmalar sonucunda NS3‘ün 

sitopatojeniteden sorumlu yapısal olmayan protein olduğu tespit edilmiĢtir 

(Fritzemeier, 1996). 
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Diğer yapısal olmayan proteinler NS4A (p10), NS4B (p32) ve NS5A 

(p58)‘dır. Viral replikasyonda önemli oldukları düĢünülmektedir. Son olarak NS5B 

(p75) proteini üretilir. Bu proteinin RNA‘ ya bağımlı olduğu ve viral genomun 

çoğaltılmasında görev alan RNA polimeraz enzimiyle bağlantılı olduğu 

düĢünülmektedir. Bu proteinlerden NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A ve NS5A/5B‘ nin 

bölünme alanlarındaki iĢlemler, NS3 serin proteaz enziminin aracılığı ile olmaktadır 

(Tautz ve ark., 1997; Wiskerchen ve Collet, 1991; Xu ve ark., 1997). NS4B 

proteininin BVDV‘ nin patojenitesinde rol oynamakta olduğu tespit edilmiĢtir (Qu ve 

ark., 2001). Rekombinant ncp BVDV suĢlarında yapılan bir analiz, NS4A ve NS4B 

genleri arasındaki viral sekansların eklenmesinin, verimli bir viral replikasyona etki 

etmediğini; böylece NS4AB‘nin öncü olarak zorunlu bir rolü (in vitro ortamda) 

olmadığını göstermiĢtir (Gallei ve ark., 2005). NS5A hücre zarına bağlanan bir 

fosfoproteindir ve uzama faktörü-1‘in α alt ünitesi ile etkileĢime girdiği gösterilmiĢtir 

(Johnson ve ark., 2001). NS5B ise RNA‘ ya bağlı RNA polimerazdır (Zhong ve ark., 

1998). NS5A ve NS5B, tamamlanmıĢ (olgun) bölünme ürünleri olarak NS5A-5B ile 

birlikte bulunur (Collet ve ark., 1988; Collet ve ark., 1991).  

 

1.3. Pestivirus Enfeksiyonlarında Konakçı Spektrumu 

 

Pestiviruslar evcil/vahĢi ruminantlarda ve domuzlarda dünya çapında 

ekonomik olarak önemli enfeksiyonlara neden olurlar (Snowdon ve French, 1968). 

Günümüzde Pestivirus genusunun dört adet tanımlanmıĢ türü vardır ki, bunlardan 

üçü ruminantları doğal olarak enfekte eder; BVDV-1, BVDV-2 ve Border Disease 

Virus (Thiel ve ark., 2005). BVDV-1 ve BVDV-2 virusları sığırlarda (Flores ve ark., 

2000; Flores ve ark., 2002; Vilcek ve ark., 2002; Vilcek ve ark., 2004) yaygın 

olmakla beraber, koyunlarda da enfeksiyon meydana getirebilmektedir (Ridpath ve 

Bolin, 1997; ,Vilcek ve ark., 2001; Nagai ve ark., 2001). Aynı zamanda BD 

Viruslarının sığırlarda da doğal enfeksiyon meydana getirdiği bildirilmiĢtir 

(Rumenapf ve ark., 1993). 

 

Ruminant pestiviruslarının genetik karakterizasyonları sonrasında BVDV ve 

BDV alt tiplerinin, türler arası bariyerleri aĢıp Artiodactyla (çift tırnaklılar) 
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takımında bulunan geniĢ çaptaki konak türlerini enfekte ettiği gösterilmiĢtir (Fulton 

ve ark., 1982; Donis, 1995; Nettleton ve Entrican, 1995; Loken, 1990; Loken, 1995). 

Örnek olarak; BVDV ve BD virusları koyunlardaki ve keçilerdeki pestivirus 

enfeksiyonlarında aynı hayvanlardan izole edilmiĢlerdir (Loken, 2000; Moenning, 

1990; Meyling, 1990). BVDV koyun (Carlsson, 1991;  Hewicker-Trautwein ve ark., 

1994; Scherer ve ark., 2001) ve keçilerin (Depner, 1991) yanı sıra, domuzları 

(Loken, 1995), alpakaları (Goyal ve ark., 2002) ve vahĢi ruminantları (Fröhlich ve 

ark., 2002; Van Campen ve ark., 2001) da enfekte etmektedir. Bu türlerden koyun ve 

keçiler, pestivirus enfeksiyonlarının sığırlara naklinde büyük önem taĢırlar; zira ortak 

mera kullanımı bu türlerin bir arada bulunmasını ve türler arası enfeksiyon naklini 

kolaylaĢtırmaktadır.  

 

Özellikle BVDV-1 ve BVDV-2‘nin koyunları doğal olarak enfekte 

edebilmesi (Sullivan ve ark., 1997; Vilcek ve ark., 1997) nedeni ile gebe koyunlarda 

ortaya çıkacak patoloji, gebe sığırlardaki pestivirus enfeksiyonlarına benzerlik 

gösterir (Scherer ve ark., 2001). Koyunlarda BVDV-1 ve BVDV-2 virusları 

Almanya, Ġsveç, Ġngiltere ve Amerika BirleĢik Devletlerin‘de de bildirilmiĢtir 

(Becher ve ark., 1994; Vilcek ve ark., 1997; Willoughby ve ark., 2006; Becher ve 

ark., 1995; Sullivan ve ark., 1997). Arjantin‘deki koyunlar üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada BVDV-1‘ in koyunlar arasında yayıldığı ve BVDV-2 alt gruplarının da bu 

koyunlar arasında sirküle olduğu gösterilmiĢtir (Julia ve ark., 2009). Aynı çalıĢmada 

BVDV-1a ile persiste enfekte koyunların sığırları enfekte edebilsinler ya da 

edemesinler, bu bölgede pestivirus enfeksiyonlarının doğal konakçıları olarak rol 

oynadıkları ifade edilmiĢtir (Julia ve ark., 2009). 

 

Ġngiltere‘de Vilcek ve ark. (1996) tarafından yapılan bir çalıĢmada, genetik 

tiplendirme sonucunda, toplam 38 koyun izolatının %60‘ı (23 adet) klasik BDV ve 

%26‘sının (10 adet) ise BVDV-1 olduğu gösterilmiĢtir. Diğer 5 izolat ise BVDV-2 

olarak identifiye edilmiĢtir (Vilcek ve ark., 1997). 2003-2004 yılları arasında 

Ġngiltere‘de meydana gelen 25 salgından elde edilen koyun izolatlarının %80‘i BD 



7 
 

 
 

virusu ve % 20‘ sinin de BVDV-1 olduğu tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmada sığır ya da 

koyunlarda BVDV-2 tespit edilmemiĢtir (Nettleton ve Willoughby, 2007).  

 

Mishra ve ark.‘nın 2009 yılında yaptığı çalıĢmaya göre, Hindistan‘da küçük 

ruminantlarda yaygın olan BVDV enfeksiyonlarının hakim olduğu ve genotip olarak 

daha çok BVDV-1 görüldüğü ayrıca pek sık olmamakla birlikte BVDV-2 

enfeksiyonlarının da bulunduğu bildirilmiĢtir (Julia ve ark., 2009). Ayrıca 

Türkiye‘den izole edilen bir adet koyun izolatının da BVDV-2 olduğu bildirilmiĢtir 

(YeĢilbağ ve ark., 2008). 

 

Border Disease saha virusları bugüne kadar, konakçı spesifitesi ve 

genetik/antijenik analizleri sonrasında kendi aralarında numaralandırılmıĢ 7 farklı alt 

grupta toplanmıĢlardır (De Mia ve ark., 2005; Liu ve ark., 2010; Giangaspero ve 

Harasawa, 2011). BDV-1,  koyun ve keçilerden izole edilmiĢ referenz virusları 

kapsamaktadır. Referenz viruslardan kabul edilen Moredun, X818 gibi gerçek ya da 

klasik BD Virusları bu grupta yer almaktadır (Rumenapf ve Thiel, 2008). BDV-2 alt 

grubunda ren geyiklerinden izole edilmiĢ suĢlar bulunmaktadır (Becher ve ark., 

2003). Almanya ve Ġsviçre‘de genellikle domuzlarla bir arada tutulan koyunlardan 

elde edilen izolatlar BDV-3 alt grubu olarak rapor edilmiĢlerdir (Oğuzoğlu ve ark., 

2001; Becher ve ark., 2003; Stalder ve ark., 2005). Ülkemizden de BDV-3 alt 

grubunda yer alan koyun izolatları bildirilmiĢtir (Toplu ve ark., 2011). BDV-4 alt 

grubunun ilk karakterizasyonu Pirene dağ keçilerinde (Rupicapra pyrenaica) 

yapılmıĢtır (Hurtado ve ark., 2004; Arnal ve ark., 2004). Daha sonra bu alt gruba 

koyunlardan izole edilen etkenler de dahil edilmiĢtir (Valdazo ve ark., 2007). Sıklıkla 

Pirene dağ keçilerindeki BDV salgınlarının sorumlusu olarak, yine BDV- 4 suĢları 

tespit edilmiĢtir (Marco ve ark., 2008; Pioz ve ark., 2007). BaĢkaca bir coğrafi 

bölgeden bildirimi olmayan BDV-4 alt grubu, Ġber yarımadasına ve sınır bölgelerine 

özgü görünmektedir. Fransız izolatları ile ilgili yapılan moleküler karakterizasyon 

çalıĢmasında 1985 ve 2006 yılları arasında Fransa‘daki koyunlardan izole edilen 

pestiviruslar, BDV-5 ve BDV-6 alt grubunu oluĢturmuĢlardır (Dubois ve ark., 2008). 

BDV-7 alt grubu olarak Ġtalyan koyun izolatları gösterilmiĢtir (Giammarioli ve ark., 

2011). 
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BDV alt gruplarının çeĢitliliği son yıllarda yapılan çalıĢmalarda oldukça 

artmıĢ, numaralandırılmamıĢ olmakla birlikte farklı ülkelerden izole edilen ve ülke 

isimleri ile anılan alt gruplar da bu sınıflandırmaya dahil edilmiĢtir. Bu bağlamda,  

Tunus koyunlarından izole edilen Pestiviruslar muhtemel ilave BDV alt grubunu 

oluĢtururken (Thabti ve ark., 2005), Türkiye‘den izole edilen BD viruslarının ise, 

domuzlardaki klasik domuz vebası virusları ile ortak atadan geldikleri tespit 

edilmiĢtir (Oğuzoğlu ve ark., 2009; Schmeisser ve ark., 2011, Toplu ve ark., 2011). 

Gebe olmayan keçilerdeki pestivirus enfeksiyonları genellikle subkliniktir. 

Koyunlarda abortlar, persiste enfekte yavru doğumuna göre daha fazla olarak rapor 

edilmiĢtir (Depner ve ark., 1991; Loken; 2000). Buna karĢın doğal enfeksiyonda 

persistenz keçilerde bugüne dek bildirilmemiĢtir (Krametter-Froetscher ve ark., 

2006; Lamontagne ve Roy, 1984; Zaghawa, 1998). Ancak yapılan çalıĢmalar, 

keçilerin de BVDV enfeksiyonuna duyarlı olduğuna iĢaret etmektedir (Zaghawa, 

1998). 

 

 

1.4. BVDV ve BDV Enfeksiyonlarında Klinik Bulgular 

 

BD virusu izolatlarının çoğu diğer tüm pestiviruslarda olduğu gibi non-

sitopatojeniktir. Nadir de olsa sitopatojen olan BD virusları izole edilmiĢtir (Vantsis 

ve ark., 1976). BD Virusu koyunlar arasında doğal olarak oro-nasal yolla ve dikey 

bulaĢma yolu ile yayılır. Virus gebe koyun ve keçilerde kongenital anomalilere sebep 

olur, ancak eriĢkinlerde akut form da gözlenebilmektedir. BD virusu koyunlarda 

persiste enfeksiyonlara yol açabilir. Koyunlar sığırlardan bulaĢan BVD virusları ile 

de enfekte olabilirler. Hatta bazı ülkelerde sıklıkla BVD virusları, BD viruslarından 

daha yaygın bir enfeksiyon nedenidir (Carlsson, 1991).  

 

Sığırlarda bulunan pestiviruslar (BVDV) ise oldukça bulaĢıcıdırlar ve 

çoğunlukla bu virusa karĢı duyarlı olan sürüleri enfekte ederler. BVD virusu 

Avrupa‘da bazı sığır populasyonlarında endemiktir ve bu konu ile ilgili mücadele 

programlarının oluĢturulmasına neden olmuĢtur. Virusun populasyona giriĢi persiste 

enfekte olan sürekli ―taĢıyıcı‖ hayvana bağlıdır. Sığır populasyonlarının genelinde, 
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taĢıyıcı hayvanların prevalansı yaklaĢık %1 oranındadır. Persiste enfekte hayvanın 

durumu ve idaresi, enfeksiyonun epidemiyolojisinde, bağıĢıklığın geliĢmesinde ve 

hastalığın sürüde oluĢmasında kritik bir öneme sahiptir (Kirkland ve Mackintosh, 

2006). 

 

Pestivirus enfeksiyonlarının klinik formları: 

a) Akut Enfeksiyonlar 

b) Fötal-Kongenital Enfeksiyonlar 

c) Persiste Enfeksiyonlar (Persiste Viremi) Ģeklinde gruplandırılabilir. 

 

a) Akut Enfeksiyonlar 

 

Akut enfekte koyunlarda yüksek ateĢ, Ģiddetli ve uzun lökopeni, iĢtahsızlık, 

konjuktivitis, burun akıntısı, solunum güçlüğü ve ishal görülmektedir. Genç 

hayvanlarda % 50 oranında mortalite görüldüğü de bildirilmiĢtir (Oğuzoğlu, 2008). 

 

b) Fötal-Kongenital Enfeksiyonlar 

 

BD ile enfekte gebe koyunlardaki pestivirus enfeksiyonlarında; annede 

bulunan virusun gebeliğin herhangi döneminde transplasental yolla fetusa geçiĢi 

çeĢitli klinik tablolarla sonuçlanmaktadır. Enfeksiyonun eriĢkin diĢi hayvandaki seyri 

subklinik ya da hafif belirtiler Ģeklinde olmasına rağmen, oluĢturacağı sonuçlar fetus 

için ciddi olmaktadır. Bu sonuçların ciddiyeti, fötusun yaĢı ile yakından ilgilidir. 

Erken gebelik döneminde resorbsiyon, ölüm, erken abortlar gözlenebilmektedir. 

 

Koyunlarda gebelik süresi yaklaĢık 165 gün (5,5 ay) sürmektedir. Fötusta 

immun sistemin geliĢmesi 60-80. günlerde olmaktadır. Bu durum keçilerde 20 

günlük farklılık gösterir. Keçi fötuslarında ise 80-100. günlerde immun sistem 

geliĢmektedir. Küçük ruminantlarda gebeliğin ikinci ayının sonlarına kadar oluĢan 

enfeksiyonlarda virus transplasental olarak fötusa aktarıldığında bu dönemde 

merkezi sinir sistemi organlarının geliĢim dönemi olması sebebi ile nörotropik olan 

pestiviruslar hedef organlarına giderek Ģiddetli sinirsel semptomlara, lökomotor 
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bozukluklara ve anormal iskelet oluĢumuna sebep olabilirler. Serebellar hipoplazi ve 

displazi lezyonlarına sahip kuzularda körlük dikkati çekerken, hydranencephalie ve 

porencephalie olguları, nekrotizan yangıdan kaynaklanmaktadır. Bu tür yavrular 

normalden zayıf görünümlü olabilirler ve doğum sonrası erken dönemde ölebilirler. 

ġayet bu kuzular yaĢamlarını sürdürürlerse, persiste enfekte olduklarından ömür 

boyu virusu saçarlar ve tıpkı sığırlardaki MD‘ye benzer semptomlar göstererek 

yaĢamlarının bir döneminde mutlak surette ölürler. Geç gebelik döneminde yani 

yaklaĢık üçüncü ayın sonlarında enfekte olan çoğu koyun fötusu ise, normal ve 

sağlıklı görünümlü ve BD virusu olmadan doğabilirler, ancak bu hayvanlar BDV 

antikorlarına sahiptirler (Schmeisser ve ark., 2011; Barlow ve Patterson, 1982). 

 

Pestiviruslarla enfekte doğan kuzularda karakteristik patolojik değiĢikliklerin 

çoğu merkezi sinir sisteminde ve deride oluĢur. Merkezi sinir sistemi boyunca 

myelin tabakasındaki bozukluk, demiyelinizasyon veya hipomyelinizasyon 

Ģeklindedir, ayrıca retinal atrofi de gözlenebilmektedir (Terpstra, 1985; Trautwein ve 

ark., 1986). BD‘deki sinirsel belirtiler bu hastalığın en karakteristik özelliğidir. Ön ve 

arka bacak ekstremitelerinde anomaliler, arthrogryposis, ataksi ve tremorlar 

gözlenebilmektedir. Kuzuların yapağılarında melanin birikiminden kaynaklı anormal 

pigmentasyon (kahverengi ve siyah pigmentasyon), tiroid hipofonksiyonu sonucu kıl 

foliküllerinde oluĢan bozukluklar sonucunda yağlı yapağı ya da normal ondulasını 

yitirmiĢ köpek kılı görünümünde yapağı semptomları dikkat çekici bulgulardandır. 

Derideki ana kıl foliküllerinde boyda uzama ve ikincil kıl foliküllerinin sayısında ise 

azalma olur. Enfekte kuzular genelde büyüme ve geliĢme geriliği gösterirler ve 

sütten kesilme zamanından önce ölürler (OIE, 2009). 

 

c) Persiste Enfeksiyon (Persiste Viremi) 

 

Ġmmun sistemin olgun hale gelmesi öncesinde oluĢan pestivirus 

enfeksiyonları genellikle persiste viremi ile sonuçlanır. Küçük ruminant fötusları 

antijenik uyarıcılara karĢı ilk immun yanıtı 165 günlük toplam gebelik periyodunun 

yaklaĢık 60-85. günlerinde verebilirler. Bu fötuslar belirtilen günler öncesinde 

oluĢabilecek enfeksiyonda Pestiviruslara karĢı immun tolerans 
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gösterebileceklerinden, enfekte fötuslarda viral replikasyon kontrolsüzdür, tüm 

organlar bu durumdan etkilenebilir ve %50 oranında fötal ölüm oluĢabilmektedir. 

Persiste enfekte doğan bireyler genellikle 2 yaĢına kadar zor eriĢebilirler. Tipik 

olarak inflamatuvar reaksiyon yoktur ve sürekli olarak diğer hayvanlar için 

enfeksiyon/virus kaynağıdırlar (OIE, 2009). 

 

Tip 1 ve Tip 2 BVD virusları da küçük ruminant türlerinde enfeksiyon 

meydana getirdiğinden göz ardı edilmemesi gereken temel fark; oluĢturdukları 

hastalığın Ģiddetidir (Richey, 2004). Tip 2 BVD virusları sığırlarda hemorajik 

sendromdan sorumlu oldukları için; koyunlarda da aynı türden bir enfeksiyon 

meydana getirip getirmediği halen araĢtırılması gereken bir konudur.  

Koyunlarda persiste enfeksiyonun sonuçlarından birisi, sığırlardaki MD 

benzeri olgudur. Ancak keçilerde persiste enfeksiyon bugüne dek bildirilmemiĢtir 

(Oğuzoğlu, 2008). 

 

1.5. Pestivirus Enfeksiyonlarında Çapraz (Kros) Nötralizasyon 

 

Moleküler karakterizasyon çalıĢmaları ile tiplendirme yapılmaksızın ya da 

virus izolasyonu olmaksızın, uygulanan serolojik çalıĢmalar ile de Pestivirus 

enfeksiyonlarının ayırıcı teĢhisi mümkündür. Ancak bu durumun 

gerçekleĢtirilebilmesi için çapraz nötralizasyon konusu aydınlığa kavuĢturulmalıdır. 

Bu nedenle yakın akraba virusların çoklu enfeksiyon riski sonucu koyun kan 

serumlarında, BDV suĢları yanı sıra BVDV suĢlarının da enfeksiyonu 

değerlendirilmelidir.  

 

Pestivirus enfeksiyonlarından ilk olarak küçük ruminantlarda tanımlanan BD 

virusu, sığırlardaki BVD virusu ile antijenik yakınlığa sahip olduğundan (Plant ve 

ark., 1973); hem koyunları hem de sığırları enfekte edebildiği bilinmektedir 

(Nettleton, 1987; Cranwell ve ark, 2007). Türler arasındaki yayılıma diğer bir örnek 

ise sığırlardan koyun ve keçilere pestivirus nakli Ģeklinde gösterilmiĢtir (Loken, 
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1995). Yapılan araĢtırmalar, koyunların ve keçilerin BD virus enfeksiyonu ile benzer 

klinik bulgulara neden olan BVDV-1 ve BVDV-2 ile de enfekte olabileceğini 

kanıtlamıĢtır (Sullivan ve ark., 1997; Pratelli ve ark., 2001; Kim ve ark., 2006; 

Valdazo ve ark., 2006; Schleiner ve ark., 2006). Anılan bu durumun tersi olarak, 

enfekte koyunlarla birlikte tutulan sığırlara nakil sonrasında BD viruslarından 

kaynaklı persiste enfeksiyon geliĢimi de bildirilmiĢtir (Carlsson, 1991; Carlsson ve 

Belak, 1994). Avusturya‘da sığırların, pestivirus enfeksiyonlarının koyun ve keçiler 

arasında yayılmasında anahtar rol oynayabileceği ve ayrıca test edilen küçük 

ruminantların %87‘sinden fazlasının açıkça BVDV-1 suĢuna karĢı en yüksek antikor 

titrelerini sergilediği görülmüĢtür. Kalan %13‘lük kısımda bulunan antikorlar BDV 

spesifik olarak sınıflandırılmıĢtır (Krametter-Froetscher ve ark., 2006; Krametter-

Froetscher ve ark., 2007). Hatta yapılan çalıĢmalarda koyun pestiviruslarının 

antijenik olarak BDV benzeri ve BVDV benzeri viruslar olarak iki alt gruba ait 

olduğu bir sınıflandırma da yapılmıĢtır (Nettleton, 1987; Paton ve ark., 1991). Ayrıca 

BVDV-2 viruslarının sadece sığırlarda değil (Pioz ve ark., 2007; Ridpath ve ark., 

1994), koyunlarda da bulunduğu ortaya konulmuĢtur (Becher ve ark., 1994; Sullivan 

ve ark. 1997). Önceleri BD olarak adlandırılan küçük ruminantlara ait pestivirus 

izolatlarının aslında BVDV-2 alt tipinde oldukları da tespit edilmiĢtir (Tautz ve ark., 

1997). 

 

Duyarlı sığırların, BD virusu ile persiste enfekte koyunlarla temastan sonra 

serokonverte olduğu kanıtlanmıĢtır. Ayrıca klinik olarak sağlıklı koyunlar persiste 

enfekte sığırlar tarafından da BDV-3 ile enfekte edilebilirler (Krametter-Froetscher 

ve ark., 2008). Sığırlarla beraber otlatılan keçilerde de BVDV enfeksiyonu riski artar. 

BVDV‘nin sığırlardan keçilere geçme potansiyeli hakkında yapılan çalıĢmalarda, 

keçilerde BVDV‘den kaynaklı abortların oluĢtuğu ve persiste enfekte sığırların 

BVDV kaynağı olduğu bildirilmiĢtir (Evermann ve Ridparth, 2002; Grooms, 2004). 

Pestivirusların antijenik yakınlıkları, enfeksiyonun baĢlamasından sorumlu 

viral yüzey reseptörlerinin spesifitesi ile iliĢkilendirilmiĢtir. Ayrıca reseptör 

spesifitesinin hücre kültürlerinde yapılan pasajlar sonucunda değiĢebildiği bildirilmiĢ 

olup, örneğin CSFV ve BD viruslarının konaklarını enfekte edebilmesinin spesifik 

reseptörler varlığında mümkün olabildiği belirlenmiĢtir (Reagan ve ark., 1984). 
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 Koyun ve domuz hücrelerindeki reseptörlerin teĢhisi ve araĢtırılması, domuz 

ve koyunlardaki ruminant pestivirus enfeksiyonlarının daha da netleĢmesinde büyük 

rol oynamıĢtır. Anılan reseptör spesifitesi konusunda BVDV izolatları ile yapılan 

çalıĢmalarda BVDV suĢları arasında ―özel‖ statüye sahip olanlar sadece sığır 

(bovine) hücreleri için bağlanma reseptörlerine sahiplerken, ―multipotent virus‖ 

özelliğine sahip olanlarki; bunlar köken aldıkları virustan farklılaĢarak diğer türlere 

de bulaĢabilme kabiliyetini kazanırlar. Bu bağlamda ovine (koyun/keçi) ve/veya 

porcine (domuz) kökenli hücreleri de enfekte edebilecek reseptörleri de yapılarında 

bulundurabilirler (Liess ve Moennig, 1990). Bu reseptör benzerliği çapraz bağıĢıklık 

konusunda da önemlidir. Zira enfeksiyon sonrası oluĢan nötralizan antikorların 

bovine/ovine/porcine kökenli viruslar ile tam ya da kısmi nötralizasyonu, bu ortak 

reseptörlerden kaynaklanmaktadır.   

 

Antikor molekülleri plazma hücrelerinden sentezlenen glikoproteinler olup, 

spesifik antijen reseptörlerine bağlanarak onları nötralize ederler. Antikorlar bu 

özelliklerini benzer immunojenler üzerinde kısmi olarak gösterdiklerinden dolayı, 

yakın akraba olan pestivirus reseptörlerini de aynı prensiple tanıyabilirler. 

Pestivirusların immunojen proteinlerindeki bu benzerlik, ayırıcı tanı sözkonusu 

olduğunda önem kazanır ve hangi türden kaynaklı enfeksiyon oluĢuyorsa indüklenen 

spesifik antikorların yönünde pozitif bir ayrım ortaya çıkar. Dolayısıyla hangi 

referenz virusa karĢı yüksek antikor varlığı belirleniyorsa, enfeksiyon referenz suĢun 

dahil olduğu o gruptan kaynaklanır (Paton ve ark., 1995; Oguzoglu, 2002).  

 Pestivirus enfeksiyonlarının serolojik ayırıcı tanısını kapsayan bu araĢtırma, 

koyunlarda enfeksiyon meydana getirebilen ve aynı genusta bulunan BD ve BVDV 

enfeksiyonlarının laboratuvar ayrımını konu almaktadır. Bu viruslar türler arası geçiĢ 

imkanı bulduklarından dolayı koyunlarda her iki virus tarafından oluĢturulan 

pestivirus enfeksiyonunun görülmesi söz konusudur. Aynı zamanda antijenik olarak 

yakın akraba olan bu viruslara bağlı oluĢan immun yanıt, çapraz bağıĢıklık 

sağlamaktadır. Koyunlardaki pestivirus enfeksiyonlarının ayırıcı teĢhisinde, söz 

konusu etkenlere karĢı saptanan antikor titrelerinin farkları büyük önem arz 

etmektedir. Nitekim gerçek etiyolojik ajanın belirlenmesi için serum nötralizasyon 
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titrelerine bakıldığında, her iki virusa (BVDV/BDV) karĢı oluĢan antikor yanıtının 

yüksek olanı enfeksiyöz ajanın tanımlanmasında dikkate alınır.  

 Bu çalıĢmada çeĢitli klinik bulgular bildirilen (abort, kongenital anomali, döl 

verimi düĢüklüğü ve yapağı kalitesinde bozukluk gibi) ve virolojik yönden pestivirus 

enfeksiyonunun tespit edildiği iki koyun sürüsünden eĢ zamanlı olarak alınmıĢ olan 

kan serumu örneklerinin BVDV ve BDV spesifik nötralizan antikor tespiti temeline 

dayalı testlerle (VNT ve NPLA) araĢtırılması, örneklenen populasyonda BVDV ve 

BDV enfeksiyonu varlığı/yaygınlığının belirlenmesi ve örneklenen hayvanlarda 

pestivirus enfeksiyonlarının ayırıcı tanısı amaçlanmıĢtır. Ayrıca pestivirus 

enfeksiyonlarının (BVD ve BD) serolojik ayırıcı tanısında antikor titresi 

farklılıklarında oransal referenz değer sorgulanmıĢtır.    
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. GEREÇ 

 

2.1.1. Serum Örnekleri 

 

ÇalıĢmanın materyalini iki koyunculuk iĢletmesinden Anabilim Dalına 

gönderilen saha serumları oluĢturmaktadır. Bu iki iĢletmenin geçmiĢinde pestivirus 

enfeksiyonu varlığı tespit edilmiĢtir. Bu amaçla EDTA‘lı kan örneklerinde Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) tekniği, Vilcek ve ark.‘nın 

(1997) bildirdiği metoda göre kullanılarak, panpesti generik primerler yardımıyla 

virolojik yönden yapılan kontrollerde pestivirus nükleik asiti saptanmıĢtır. Tez 

materyali olarak her iĢletmeden 150‘Ģer koyun kan serumu seçilerek Ankara 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı laboratuvarında –20°C‘lik 

derin dondurucuda stoklandı. Toplam 300 adet koyun serumu, serolojik testlerde 

kullanılmadan önce 56˚C‘de 30 dakika tutularak inaktive edildi ve nötralizasyon 

testlerine hazır hale getirildi. 

 

2.1.2. Virus ve Hücre Kültürleri 

 

Referenz virus olarak BVDV enfeksiyonu için NADL ve BDV enfeksiyonu 

için Moredun suĢları seçildi. Referenz viruslar, Almanya Hannover Veteriner 

Üniversitesi Viroloji Enstitüsüne bağlı Avrupa Domuz Vebası Referenz 

Laboratuvarından bilimsel çalıĢmalarda kullanılmak amacıyla izinli olarak temin 

edilmiĢtir. Referenz viruslardan NADL suĢunun üretimi için Anabilim Dalı 

laboratuvarında üretilmiĢ ve pestivirus enfeksiyonu yönünden negatif olduğu 
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belirlenen Bovine Turbinata hücre kültürü, Madine Darby Bovine Kidney (MDBK) 

devamlı hücre kültürü ve Moredun suĢunun üretimi için Sheep Foetal Thymus (SFT-

R, Insel Riems, Kat. No: CCLV-RIE-43) kullanıldı. 

 

2.1.3. Fötal Dana Serumu 

 

Testlerde kullanılacak referenz virusların üretilmesinde ihtiyaç duyulan 

hücrelerin seri pasajlarının yapılmasında, ticari olarak temin edilen ve pestivirus 

yönünden negatif olduğu yapılan testlerle teyit edilen fötal dana serumu (FDS)
  

(PAA, Cat No. A15-649) kullanıldı. 

 

2.1.4. Konjugat 

 

Moredun suĢunun titrasyonunda ve nötralizasyon (Nötralizan Peroksidaz 

Linked Antibody- NPLA) testinde Almanya Hannover Veteriner Yüksek Okulu‘ndan 

sağlanan peroksidaz enzimi ile iĢaretli pestivirus poliklonal antikorlarından 

hazırlanan konjugat kullanıldı. 
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2.2. YÖNTEM 

 

 

2.2.1. Referenz Virusların Üretimi 

 

Anabilim Dalı laboratuvarında bulunan referenz virusların (NADL ve 

Moredun) üretilmesi amacıyla 25 cm
2
‘ lik hücre kültürü ĢiĢelerinde pestivirus 

enfeksiyonu yönünden negatif olduğu bilinen Bovine Turbinata ve SFT-R hücreleri 

50.000 hücre/ml yoğunlukta pasajlandı. Bir gün sonra, uygun yoğunlukta ve 

monolayer olarak tabakalanmıĢ olduğu invert ıĢık mikroskobunda tespit edilen hücre 

kültürlerine söz konusu viruslar, adsorbsiyonlu metotla inokule edildi. NADL suĢu 

sitopatojen etkiyi üç günlük inkubasyon sonrasında gösterdi. Ġlk pasajı Bovine 

Turbinata hücre kültüründe yapılan BVDV referenz virusu NADL, üç kör pasaj 

sonunda devamlı hücre kültürüne (MDBK) adapte edildi. Ġnkubasyon periyodunda 

her gün mikroskobik kontrolleri yapılan referenz viruslardan nonsitopatojen 

Moredun suĢu ile enfekte olan hücre kültürleri inokulasyonu izleyen beĢinci günün 

sonunda toplandı. Hücre kültürleri -20˚C‘ de dondurulup çözüldükten sonra, tüm 

pasaj sıvısı +4˚C‘de 3000 rpm‘de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant, hücre 

pelletinden ayrıldıktan sonra 0,5 ml hacimde porsiyonlanarak titrasyon testinde 

kullanılmak üzere  -80˚C‘ de donduruldu. 

 

2.2.2. Titrasyon 

 

Viruslar Doku Kültürü Enfektif Doz 50 (DKID50) değerlerinin hesaplanması 

amacıyla Frey ve Liess‘in (1971) bildirdiği metoda göre mikro titrasyon testine tabii 

tutuldu. Bu amaçla log10‘a göre bir seri sulandırması yapılan viruslar mikrotitrasyon 

tabletlerine her gözde 100‘er µl olacak Ģekilde taĢındı ve üzerlerine ml‘de 300.000 

canlı hücre içeren süspansiyondan 50‘Ģer µl ilave edildi. Sitopatojen NADL suĢunun 
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titrasyonu hesaplanırken cpe değerlendirmesi dikkate alındı. Sitopatojen olmayan 

Moredun suĢunun titresi ise Hyera ve ark.‘nın (1987) bildirdiği Peroksidaz Bağlı 

Antikor Boyama (PLA) tekniği kullanılarak belirlendi. 

Bulunan sonuçlara göre virus titresi Spearmann - Kärber (Thrusfield, 2005) 

metoduna göre hesaplandı.  

 

2.2.3. Peroksidaz Bağlı Antikor Boyama (PLA) Tekniği  

 

Tabletler gözlerindeki sıvılar boĢaltıldıktan sonra 80˚C‘ye ayarlanan fikzatörde 4 

saat boyunca bekletildi. Ardından Tween-20‘li PBS solüsyonu içerisinde titresi 

oranında (1:50) sulandırılan konjugattan her göze 50 µl hacimde ilave edildi. Bir saat 

oda ısısında karanlık ortamda çalkalayıcıda inkube edilen tabletlerin içlerindeki 

sıvılar döküldükten sonra hücre yüzeyleri PBS ile üç kere yıkandı. Boyama amacıyla 

Amino Ethil Carbazol (AEC) ve Dimethil-Formamid (DMF) substrat olarak 

kullanıldı. Substrat sodyum asetat buffer (4,7 ml) içinde 0,3 ml AEC + DMF karıĢımı 

ve katalizör olarak 150µl Hidrojen peroksit (H2O2) Ģeklinde hazırlandı ve 50 µl 

hacminde tablet gözlerine koyuldu. Çalkalayıcı üzerinde 20 dakika bekletildikten 

sonra 1/3‘lük PBS ile reaksiyon durduruldu ve boyama sona erdirildi. Hücresel 

boyanmalar mikroskop yardımıyla değerlendirildi. 

 

2.2.4. Nötralizasyon 

2.2.4.1. Virus Nötralizasyon Testi (VNT) 

Koyun kan serumu örnekleri (toplam 300 adet) her numuneden iki göz olmak 

üzere 1/5 oranında sulandırılmıĢ olarak (10 mikrolitre (µl) kan serumu + 40µl 

Dulbecco MEM = toplam 50‘Ģer µl) 96 gözlü mikro tabletlere konuldu. 100DKID50 

oranında sulandırılan NADL referenz virusu serum sulandırmalarının üstüne eĢit 

miktarda (50µl) aktarıldı. Bir saat 37˚C‘de inkubasyonu takiben ml‘de 300.000 canlı 

hücre olacak Ģekilde hazırlanan MDBK hücresi tabletlere 50µl hacimde ilave edildi. 
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Virus kontrol (testte kullanılan virus sulandırması ve 10 katlı geriye 

sulandırmalarından her gözde 100‘er µl) ve hücre kontrol (100 µl sulandırma sıvısı) 

gözleri hazırlandı. Virus kontrol gözlerinin hazırlanmasında geriye titrasyon tekniği 

kullanıldı. Her gün mikroskobik kontrollerin yapılmasını takiben virus kontrolün 

10
2
‘lik geriye titrasyonunda %50 cpe görüldükten sonra test değerlendirildi. Test 

sonucunda NADL referenz suĢuna karĢı nötralizan antikor varlığı saptanan serum 

örnekleri SN50 testi için ayrıldı. 

 

2.2.4.2. Nötralizasyon Ġmmunperoksidaz Tekniği (NPLA)  

 

Sitopatojen olmayan Moredun suĢu için Hyera ve ark. (1987)‘nın bildirdiği 

yöntemle Nötralizasyon Ġmmunperoksidaz tekniği (Neutralizing Peroxidase-Linked 

Antibody Assay-NPLA) kullanılarak nötralizasyon testi gerçekleĢtirildi. Koyun kan 

serumu örnekleri (toplam 300 adet) her numuneden iki göz olmak üzere 1/5 oranında 

sulandırılmıĢ olarak (10 mikrolitre (µl) kan serumu + 40µl Dulbecco MEM = toplam 

50‘Ģer µl) 96 gözlü mikro tabletlere aktarıldı. 100DKID50 oranında sulandırılan 

Moredun referenz suĢu serum sulandırmalarının üzerine eĢit miktarda (50µl) 

konuldu. Bir saat 37˚C‘de inkubasyonu takiben ml‘de 300.000 hücre olacak Ģekilde 

hazırlanan SFT-R hücresi tablet gözlerine 50µl hacimde ilave edildi. VNT‘de 

bildirildiği gibi virus kontrol ve hücre kontrol gözleri hazırlandı. BeĢ günlük 

inkubasyonu takiben boyama iĢlemine geçildi. PLA tekniği kullanılarak boyanan 

tabletlerde mikroskopta yapılan değerlendirme sonrasında antikor varlığı saptanan 

örnekler SN50 testi için ayrıldı. 

 

2.2.5. Pozitif Serumlarda Serum Nötralizasyon 50 (SN50) Değerinin Tespiti  

Virus nötralizasyon ve NPLA testlerinin sonucunda NADL ve Moredun suĢlarına 

karĢı antikor varlığı tespit edilen serum örnekleri, antikor titrelerinin belirlenmesi 

amacıyla serum nötralizasyon testine (SN50) tabi tutuldu. Bu amaçla NADL‘e ve 

Moredun‘a karĢı antikor bulunduran serum örneklerinin, her örnekten iki göz 
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kullanılmak üzere 6 basamaklı sulandırma (1/5-1/160) yapıldı. Tabletler dik tutularak 

her tablette 8 örnek iĢlendi ve Dulbecco MEM içerisinde 50µl‘lik serum 

sulandırmaları üzerine, 100DKID50 oranında sulandırılan viruslar her gözde 50 µl 

olacak Ģekilde tüm tablete eklendi. Tüm antikor pozitif serum örnekleri hem NADL 

hem de Moredun referenz suĢlarına karĢı test edildi. Tüm tabletler %5 CO2‘ li etüvde 

37˚C‘ de 1 saat bekletildi. Ġnkubasyon sonunda etüvden alınan tabletlerin tüm 

gözlerine 300.000 hücre/ml konsantrasyondaki hücre süspansiyonundan 50‘Ģer µl 

konuldu. Testlerde NADL için bovine turbinata, Moredun için SFT-R hücreleri 

kullanıldı. Virus kontrol ve hücre kontrol gözleri hazırlandı. Virus kontrol gözlerinin 

hazırlanmasında geriye titrasyon tekniği kullanıldı. 

 

NADL’e karşı SN50 Değerlendirmesi: Her gün mikroskobik kontrollerin 

yapılmasını takiben virus kontrolün 10
2
‘lik geriye titrasyonunda %50 CPE 

görüldükten sonra test değerlendirildi.  

 

Moredun’a karşı SN50 Değerlendirmesi: 2.2.4.2.‘de bildirilen NPLA tekniği 

kullanılarak yapılan boyama sonrasında test değerlendirildi.  

 

2.2.6. Ġstatistiksel Analiz 

 

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programında yapıldı. 

Tanımlayıcı istatistikler denek sayısı ve (%) Ģeklinde gösterildi. Serum örneklerinde 

VNT ve NPLA yöntemlerine göre BDV antikorları yönünden BVDV antikorlarının 

dağılımının uyumluluk düzeyi Kappa Katsayısı hesaplanarak değerlendirildi. Kappa 

katsayısı <0 ise hiç uyuĢma olmadığı, 0.0-0.20 ise önemsiz uyuĢma olduğu, 0.21-

0.40 ise orta derecede uyuĢma olduğu, 0.41-0.60 ise ekseriyetle uyuĢma olduğu, 

0.61-0.80 ise önemli derecede uyuĢma olduğu, 0.81-1.00 ise neredeyse mükemmel 

uyuĢma olduğu kabul edilmiĢtir. VNT ve NPLA yöntemlerinin antikor titresi 

yönünden deneklerin sınıflanmasındaki tanısal performanslarını incelemek amacıyla 

duyarlılık, seçicilik, pozitif ve negatif tahmini değerler ve tanısal doğruluk oranları 
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hesaplandı. Verilerin değerlendirilmesinde Pearson‘un Ki-Kare testi kullanıldı. 

p<0.05 için sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Ayrıca BVDV ve BDV 

referenz virusları kullanılarak elde edilen antikor titreleri istatistiki olarak (T testi) 

önemlilik açısından değerlendirildi. 
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3. BULGULAR 

 

 

3.1. Virusların Uygun Hücre Kültürlerinde Üretilmesi ve Enfeksiyözite 

Güçlerinin Tespiti 

 

Moredun ve NADL virusları titrasyon ve diğer serolojik testlerde kullanılmak 

üzere uygun hücre kültürlerinde üretildi. Moredun virusu için Sheep Foetal Thymus 

(SFT-R, Insel Riems, Kat. No: CCLV-RIE-43) hücre kültürü (ġekil 3.1.3), NADL 

virusunun ilk pasajı için Anabilim Dalı laboratuvarında üretilmiĢ ve pestivirus 

enfeksiyonu yönünden negatif olan Bovine Turbinata primer hücre kültürü kullanıldı. 

NADL virusu primer hücre kültürü pasajının ardından MDBK devamlı hücre 

kültürüne adapte edilerek kullanıldı (ġekil 3.1.1).Virusların üreme kontrolleri NADL 

için CPE gözlenerek (ġekil 3.1.2) ve Moredun için PLA tekniği ile yapılan 

boyamalar sonucunda (ġekil 3.1.4) gerçekleĢtirildi.  

 

NADL referenz suĢunun üretiminde 5‘er günlük inkubasyon periyodunda 

MDBK hücre kültürü kullanılarak yapılan üç kör pasaj, her gün doku kültürü 

mikroskobunda takip edildi. Üçüncü kör pasajın inokulasyonu takip eden 100. 

saatinde  %85 CPE tespiti yapılarak enfekte hücreler -80°C‘de donduruldu. 

 

Moredun referenz suĢu SFT-R devamlı hücre kültüründe 5‘er günlük 

inkubasyon periyodunda tutularak üç kere pasajlandı.  

 

Hücre kültüründe pasajları yapılan Moredun ve NADL referenz suĢları 

titrasyona tabii tutuldu. Enfeksiyözite değerleri Spearmann - Kärber metodu 
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kullanılarak Moredun suĢu için DKID50=10
5
/0,1ml, NADL suĢu için ise 

DKID50=10
4,5

/0,1ml olarak belirlendi. 

 

 

ġekil 3.1.1 NADL suĢunun üretildiği MDBK hücre kültürü görüntüsü (X400) (negatif 

kontrol). 

 

 

ġekil 3.1.2 NADL suĢunun meydana getirdiği cpe görüntüsü (X400). 
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ġekil 3.1.3 Moredun suĢunun üretildiği SFT-R hücre kültürü görüntüsü (X400) (negatif 

kontrol). 

 

  

 ġekil 3.1.4 Moredun suĢu için yapılan PLA boyama görüntüsü (X200). 
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3.2. Serolojik Bulgular 

 

3.2.1. VNT ve NPLA Testi ile Koyun Serumlarının Seropozitiflik Oranının 

Tespiti 

 Yapılan tüm serolojik testlerin bireysel sonuçları Ek-1‘de sunulmuĢtur. 

Nötralizasyon testleri ile referenz viruslara karĢı antikor yönünden test edilen toplam 

300 adet koyun serum örneğinde Moredun virusu için toplam 180 örnek, NADL 

virusu için ise 129 örnek pozitif bulundu. Buna göre NADL suĢuna karĢı %43 

seropozitiflik oranı, Moredun suĢuna karĢı %60 seropozitiflik oranı olduğu belirlendi 

(Çizelge 3.2.1).  

 

Çizelge 3.2.1 Serum örneklerinde BDV antikorları yönünden BVDV pozitif ve BVDV 

negatif örneklerin dağılımı.  

 VNT 
κ Katsayısı p-değeri 

 BVDV (-) BVDV (+) Toplam 

NPLA    0.591 <0.001 

BDV (-) 114 (%38,0) 6 (%2,0) 120 (%40,0)   

BDV (+) 57 (%19,0) 123 (%41,0) 180 (%60,0)   

Toplam 171 (%57,0) 129 (%43,0) 300(%100,0)   

 

3.2.2. Pozitif Koyun Serumlarında SN50 Testi Bulguları 

 

Referenz viruslara karĢı antikor tespit edilen serum örneklerinin SN50 testi ile 

hesaplanan antikor değerleri Ek -1‘de sunulmuĢtur. Moredun ve NADL viruslarına 

karĢı hem test edilen tüm serum örneklerinde ve hem de iĢletmeler bazında tespit 

edilen seropozitiflik oranları çizelge (Çizelge 3.2.2, Çizelge 3.2.3) ve Ģekillerde 

(ġekil 3.2.1) verilmiĢtir. Bu tez çalıĢmasında 80 adet pozitif koyun serumunda 1:80-
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1:120‘lik sulandırmalarda BDV antikor titresi tespit edilmiĢ olup (Çizelge 3.2.3), 

bunlardan 69‘unda BVDV yönünden antikorların ya negatif (n=7) ya da SN50 

değerlerinin 1:80 titreden daha düĢük (n=62) olduğu gözlenmiĢtir. Her iki iĢletmenin 

pozitif örneklerindeki SN50 antikor titrelerinin BDV enfeksiyonu yönünde 1:80-

1:120‘lik sulandırmalar arasında yoğun olarak dağıldığı (%86,25) tespit edilmiĢtir.  
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Çizelge 3.2.3 Pozitiflik saptanan serumlarda BDV antikorları yönünden BVDV 

antikorlarının SN50 dağılımı. 

 VNT 

 

 

NPLA 

SN50 

değerleri 
7.5-29.0 30.0-79.0 80.0-120.0 121-≥160.0 BVDV (-) 

7.5-29.0 1 1 0 0 29 

30.0-79.0 15 7 0 0 21 

80.0-120.0 26 36 10 1 7 

121-≥160.0 0 7 4 15 0 

BDV (-) 4 2 0 0 114 

 

 

 

ġekil 3.2.1 Çizelge 3.2.3.‘de verilen değerlerin grafik olarak gösterimi.  

 

Test sonuçlarının istatistiksel değerlendirilmesi amacıyla modellemeler 

yapılmıĢtır (Çizelge 3.2.4, Çizelge 3.2.5). Ayırıcı teĢhiste kullanılan serolojik 

testlerin her ikisi de (NPLA ve VNT) pestivirus enfeksiyonlarının tanısında 

kullanılan ―gold‖ testlerdir. Biri (NPLA) nonsitopatojen (Moredun), diğeri (VNT) 

sitopatojen (NADL) referenz suĢlar için tercih edilerek kullanılmıĢtır. Bu sebeple 

birbirlerine karĢı duyarlılık, seçicilik ve doğruluk oranlarının belirlenmesinde; bu 

ikiliden her biri tek baĢına ―gold test” kabul edilmek suretiyle istatistiksel olarak 

değerlendirilmeye alınmıĢtır. Yapılan modellemelerden birincisinde VNT için 

BVDV (-) ve BVDV (+) olarak NPLA içinse BDV (-) ve BDV (+) olarak serum 
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örnekleri ikiye ayrılarak yöntemlerin tanısal performansı incelenmiĢtir. Ayrıca VNT 

gold standart olarak kabul edildiğinde hastalık tespit edilenlerle hastalık tespit 

edilmeyenleri ayırt etmede NPLA‘nın duyarlılığı, seçiciliği, pozitif ve negatif 

tahmini değerleri ve doğruluk oranları hesaplanmıĢtır. NPLA gold standart olarak 

kabul edildiğinde hastalık tespit edilenlerle hastalık tespit edilmeyenleri ayırt etmede 

VNT‘nin duyarlılığı, seçiciliği, pozitif ve negatif tahmini değerleri ve doğruluk 

oranları hesaplanmıĢtır.  

 

 VNT gold olarak kabul edildiğinde NPLA‘nın duyarlılığı (sensitivite) %95,3 

olarak tespit edilirken (Çizelge 3.2.4), NPLA gold test olarak kabul edildiğinde 

VNT‘nin seçiciliği (spesifite) %95 olarak (Çizelge 3.2.5) bulunmuĢtur. Her iki testle 

elde edilen sonuçlar anlamlı bulunmuĢtur (p<0.001).  
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3.3. ĠĢletmeler bazında pozitiflik oranlarının değerlendirilmesi  

 

 Birinci iĢletmede toplam 64 kan serumu BDV antikorları yönünden negatif 

olmasına karĢın, bunlardan 58 kan serumu hem BDV hem de BVDV antikorları 

yönünden negatif olarak bulunmuĢtur (ġekil 3.3.1). Kan serumlarından 6 adedinde 

sadece BVDV antikorları yönünden pozitiflik tespit edilirken, pozitif örneklerde 

SN50 titrelerine bakıldığında çoğunlukla BDV enfeksiyonu yönünde yükseklik 

gözlenmiĢtir. Pozitiflik tespit edilen koyun serumlarında SN50 oranlarına göre 

NPLA/VNT testi sonuçlarının dağılımı ġekil 3.3.2‘de görülmektedir.  

 

 Bu sonuçlara göre; Pestivirus enfeksiyonlarından BVDV‘nin bu iĢletmede tek 

baĢına enfeksiyondan sorumlu olmadığı, BDV ile birlikte seyrettiği ve iĢletme için 

miks bir enfeksiyon varlığının sözkonusu olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca SN50 

antikor titre sonuçlarına göre, bireysel olarak her hayvanın hangi enfeksiyon 

yönünden pozitif olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.3.1 Birinci iĢletmedeki antikor pozitif serum örneklerinin SN50 değerlerinin BDV ve 

BVDV enfeksiyonları yönünden dağılımı.  
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ġekil 3.3.2 Birinci iĢletmede pozitiflik tespit edilen koyun serumlarında SN50 antikor 

titrelerine göre NPLA/VNT testi sonuçlarının sayısal olarak dağılımı. 

 

 

 Ġkinci iĢletmeden alınan kan serumlarında da hem BVDV hem BDV 

enfeksiyonları yönünden pozitiflik tespit edilmiĢ olup, 56 kan serumunda hem BDV 

hem de BVDV yönünden antikor tespit edilmemiĢtir (ġekil 3.3.3). Enfeksiyonun 

tanısı yönünden SN50 antikor titreleri araĢtırıldığında bu iĢletme için BDV 

enfeksiyonunun tek baĢına varlığından söz etmek mümkün olmaktadır. Bazı 

serumlarda her iki enfeksiyon yönünden eĢit antikor titresi bulunurken, büyük bir 

çoğunluğunda ise BDV yönünde en az 2 basamak antikor titresi yüksekliği 

belirlenmiĢtir. SN50 oranları tespit edilen koyun serumlarında NPLA/VNT testi 

sonuçlarının dağılımı ġekil 3.3.4‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 3.3.3 Ġkinci iĢletmedeki antikor pozitif serum örneklerinin SN50 değerlerinin BDV ve 

BVDV enfeksiyonları yönünden dağılımı.   

 

ġekil 3.3.4 Ġkinci iĢletmede pozitiflik tespit edilen koyun serumlarında SN50 antikor 

titrelerine göre NPLA/VNT testi sonuçlarının sayısal olarak dağılımı. 
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4. TARTIġMA  

 

 Tüm dünyada ve ülkemizde küçükbaĢ hayvan sürülerinde yaygın olan 

pestivirus enfeksiyonları, meydana getirdiği ekonomik kayıplar nedeniyle önem arz 

etmektedir. Ülkemiz hayvancılığının son yıllarda yaĢadığı sıkıntıların temelinde 

iĢletmelerdeki enfeksiyöz hastalıklardan doğan hayvan kayıpları, yaĢama gücü 

yüksek yavru alamama ve döl verimliliği sorunları bulunmaktadır. Giderek azalan 

hayvan sayısının arzu edilen düzeylere getirilebilmesi/artırılabilmesi için hayvan 

ithalatı yerine, ülkede mevcut bulunan ırkların ıslahı ve özellikle döl verimliliğine 

direkt etki edebilen mikrobiyel etkenlerin sürülerden eliminasyonunun hedef 

edinilmesi dikkate alınması gereken bir durumdur.  

 

 Özellikle OIE‘nin (2009) önerisi ile Avrupa‘da pestivirus enfeksiyonlarının 

teĢhisinde nötralizasyon testi kullanılarak serolojik ayırıcı teĢhise gidilmesi, referenz 

laboratuarların sıklıkla kullandığı bir yöntemdir. Türkiye‘de ise virus nötralizasyon 

testine dayalı serolojik ayırıcı teĢhis, rutin tanı metodu olarak sıklıkla 

kullanılmamakla birlikte, pestiviruslarla ilgili epidemiyolojik araĢtırmaların temelini 

oluĢturmaktadır. Türkiye‘de Pestivirus enfeksiyonlarının küçükbaĢ hayvan 

sürülerinde varlığına dair Burgu ve ark. (2001) tarafından yapılan bir araĢtırmada, 

gebe koyunlarda ve post partum zamanda BVDV‘ye karĢı sırasıyla %25 ve %21,5 

seropozitiflik tespit edilmiĢtir. 2004-2007 yılları arasında (Oguzoglu ve ark., 2009) 

sahadan elde edilen toplam 1036 adet koyun ve keçi kan serumu örneklerinde 

yapılan nötralizasyon testi sonuçlarına göre; BVDV‘ye karĢı yüksek oranda 

seropozitiflik (iĢletmeler bazında değiĢen oranlar %62,67-%91,96), BDV 

enfeksiyonu yönünden spesifik antikor ELISA testi ile %77,67‘lik oranda 

seropozitiflik belirlenmiĢ ve izole edilen iki virus BDV olarak identifiye edilmiĢtir. 

Keçi kan serumlarında yapılan diğer bir çalıĢmada (Ataseven ve ark., 2006) ise 

BVDV‘ye karĢı %30,2, BDV‘ye karĢı %63,6 seropozitiflik tespit edilmiĢtir.  
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 Bu çalıĢmada iki koyunculuk iĢletmesinden elde edilmiĢ 300 adet koyun kan 

serumu örneği BVDV ve BD enfeksiyonları yönünden serolojik olarak kontrol 

edilmiĢ ve koyunlar arasında toplam seropozitiflik oranlarına bakıldığında (Çizelge 

3.2.1) BD virusları ile oluĢan pestivirus enfeksiyonlarının (180/300, %60) BVDV ile 

oluĢturulan enfeksiyonlara (129/300, %43) göre daha yaygın olduğu tespit edildi. 

Test edilen 300 adet koyun kan serumunda her iki pestivirusa karĢı (BVDV ve BDV) 

ortak antikor varlığı (123/300, %41) da belirlendi. Elde edilen sonuçlar, ülkemizde 

yapılan üç araĢtırma ile de uyumlu olup, pestivirus enfeksiyonlarının küçükbaĢ 

hayvancılık iĢletmelerinde yaygın olduğunu göstermektedir.    

 

 Pestivirus enfeksiyonlarının serolojik ayırıcı tanısında, koyunlarda enfeksiyon 

meydana getirebilen yakın akraba Border Disease virus (BDV) ve Bovine Virus 

Diarrhoea virus (BVDV) enfeksiyonlarının laboratuvar ayrımı önemli bir husustur. 

Anılan bu viruslar hem türler arası geçiĢ imkanı bulduklarından ve hem de antijenik 

olarak yakın akraba olduklarından, bu viruslara bağlı oluĢan immun yanıt çapraz 

bağıĢıklık vermektedir. OluĢan bu çapraz bağıĢıklık tanısal metodlarla ayırt 

edilebilmektedir ve ayırıcı teĢhiste tespit edilen antikor titrelerinin farklılıkları büyük 

önem arz etmektedir. Nitekim gerçek etiyolojik ajanın belirlenmesi için serumdaki 

nötralizan antikor titrelerine bakıldığında, her iki virusa (BVDV/BDV) karĢı oluĢan 

antikor yanıtın yüksek olanı enfeksiyöz ajanın tanımlanmasında dikkate alınmaktadır 

(OIE, 2009).  

 

 Ataseven ve ark. (2006) iki farklı keçi iĢletmesinden aldıkları kan serumu 

örneklerinde BVDV ve BDV‘ye karĢı nötralizasyon testleri ile gerçekleĢtirdikleri 

çalıĢmada, BVDV‘ye karĢı buldukları antikor pozitiflik oranlarının çapraz 

reaksiyondan kaynaklanabileceğini bildirmiĢlerdir. Zira anılan bu çalıĢmada antikor 

titrelerinin tespiti yapılmamıĢ, sadece seropozitiflik oranı verilmiĢtir. Ayrıca 

aĢılanmamıĢ hayvanlardaki yüksek düzeyde BVDV ve BDV seropozitifliğinin tespiti 

doğal enfeksiyonun varlığına iĢaret olarak bildirilmiĢtir. Tez çalıĢmasında kullanılan 

koyun kan serumları iki iĢletmeden köken almakta idi ve her iki iĢletmede de 



37 
 

 
 

Pestivirus nötralizan antikor varlığı yüksek bulunmuĢtur. Bu sonuçlar, aĢılanmamıĢ 

olan bu iĢletmelerdeki koyunlarda pestivirus enfeksiyonunun varlığına iĢaret 

etmektedir. Aynı zamanda pestivirus enfeksiyonu pozitifliği tespit edilen bu 

iĢletmelerdeki enfeksiyonun hangi virustan kaynaklandığı konusu da aydınlatılarak 

ayırıcı teĢhis yapılması söz konusu olmuĢtur.  

  Nötralizasyon testlerinin duyarlılıklarının karĢılaĢtırıldığı bir diğer çalıĢmada 

(Çabalar ve Karaoğlu, 1999) sığır serumlarında BVDV‘ye karĢı yüksek oranda 

seropozitiflik saptanırken, NPLA testinin Nötralizasyon testine göre daha duyarlı ve 

hızlı bir yöntem olduğu bildirilmiĢ, NPLA‘nın uygulama olanağı olmadığı 

durumlarda Nötralizasyon testine baĢvurulması önerilmiĢtir. Ancak anılan bu 

çalıĢmada SN50 antikor titreleri karĢılaĢtırılmamıĢtır. Tez çalıĢmasında kullanılan 

VNT ve NPLA testleri arasında T-testi kullanılarak yapılan analiz sonuçlarına göre; 

istatistiksel açıdan her iki test ile gerçekleĢtirilen SN50 ölçümleri arasında anlamlı bir 

farklılık (p<0.001) bulunmuĢtur. Buna göre; NPLA testinin VNT‘ye oranla daha 

duyarlı bir test olduğu belirlenmiĢtir. Fakat bu testin sağlıklı Ģekilde yapılabilmesini 

zorlaĢtıran hususlardan; poliklonal serumdan hazırlanmıĢ konjugatların temini ve 

deneyimli bir laboratuar ekipman ve personelinin gerekliliği konuları akıldan 

çıkarılmamalıdır. NPLA ve VNT kullanılarak yapılan SN50 antikor titrelerinin 

karĢılaĢtırılması ile tüm serum örneklerinin bireysel olarak tanısal anlamda 

değerlendirilmesi imkanı ortaya çıkmıĢtır. Böylelikle hem hangi virus 

enfeksiyonunun sürüde yaygın olduğu ve hem de bireysel olarak hangi hayvanın 

hangi etkenle enfekte olduğu tespit edilebilmiĢtir.  

 GerçekleĢtirilen bu çalıĢma ile koyunlarda pestivirus enfeksiyonlarının 

(BVDV, BDV) teĢhisinde referenz laboratuarlarda kullanımı uygun olan serolojik 

tekniklerin karĢılaĢtırması ve pestivirus enfeksiyonlarına karĢı oluĢan immun yanıt 

sorgulanmıĢtır. Laboratuvar teĢhisi için primer hücrelerin kullanımı; emek, tecrübe 

ve donanım gerektiren bir durumdur. Ayrıca primer hücre kültürlerinin sınırlı sayıda 

pasajları yapılabilmektedir. Bu nedenle devamlı hücre kültürlerinin kullanımına 

dayalı nötralizasyon testlerinin tercih edilmesi sözkonusu olmaktadır. Bu nedenle 

BVDV referenz virusu NADL MDBK hücre kültürüne, BD referenz virusu 

MOREDUN ise SFTR hücre kültürüne adapte edilerek kullanılmıĢtır. 
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 Avrupa Domuz Vebası (CSFV) ile yasal mücadele tedbirlerinin açıklandığı 

bir çalıĢmada (Neukirch, 1980) BVDV ve CSFV virusu kullanılarak domuzlardan 

alınan saha serumlarında nötralizan antikorların karĢılaĢtırılması yolu ile yapılan 

testlerde; >1:40 antikor titresi tespitinde büyük olasılıkla domuzlarda CSFV 

enfeksiyonundan bahsetmek mümkünken, <1:40 antikor titreleri tespitinde BVDV ile 

enfeksiyonu çağrıĢtırdığı ifade edilmiĢtir. Bu nedenle domuz serumlarında yapılan 

rutin taramalarda ―sınır titre değeri‖ olarak 1:40 belirlenmiĢ, gerçek negatifliğin 

olmadığı Ģüpheli durumlarda ayırıcı teĢhis için karar verebilmek adına, domuz 

serumlarında BVDV antikorlarının 1:5-<1:40 arasında olmasına dikkat edilmesi 

gerektiği bildirilmiĢtir. Almanya‘da koyun ve domuzların birlikte tutulduğu bir 

iĢletmede domuzlardan bir pestivirusun tespitinin yapıldığı bir baĢka çalıĢmada 

(Oguzoglu ve ark., 2001), nötralizasyon testi kullanılarak aynı iĢletmeden alınan 

koyun kan serumları farklı pestiviruslara ve yeni izolata karĢı test edilmiĢ ve yeni 

izolata karĢı koyun kan serumlarında nötralizan antikor titrelerinin oldukça yüksek 

olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca CSFV referenz suĢu Alfort-187 ve BVDV suĢları ile 

düĢük düzeyde çapraz reaksiyon tespiti yapılmıĢ, BDV suĢu Moredun‘un bu 

antikorları açıkça tanıdığı bildirilmiĢtir. Ruminant pestiviruslarının nötralizasyon 

testi temeline dayalı immunojenik varyasyonlarının tespitinin yapıldığı bir diğer 

çalıĢmada (Patel ve ark., 2005) 9 sığır BVDV 1, BVDV 2 ve BDV virusları ile 

deneysel enfekte edilmiĢ, kan serumlarında homolog ve heterolog suĢlara karĢı 

nötralizan antikor titreleri araĢtırılmıĢ, sonuçta hastalıklara karĢı aĢılamada 

kullanılmak üzere seçilecek suĢun önemi üzerinde durulmuĢtur. Gerçi bu çalıĢmada 

nötralizan antikorların oluĢumundan sorumlu olan E2 epitopu araĢtırılmamıĢ olmakla 

birlikte, BVDV 1 ve 2 suĢlarıyla transplasental enfeksiyona karĢı aĢı koĢullu çapraz 

korunma sağlanmasında çapraz nötralizasyon aktivitesindeki varyasyonların etkisi 

olduğu üzerinde durulmuĢtur. Japonya‘da küçük ruminant sürülerinde BDV 

enfeksiyonuna dair ilk epidemiyolojik verilerin sunulduğu bir çalıĢmada 

(Giangaspero ve ark., 2011), iĢletmelerden klinik bulgu bildirilmeksizin ve virus 

izolasyonu yapılmaksızın serolojik verilere dayalı olarak virus sirkülasyonunun 

olduğu tespit edilmiĢ, %17,6‘lık bir BDV antikoru varlığı yanı sıra sığırcılık 

iĢletmesinde beslenen bir koyundan alınan sadece 1 serum örneğinde BDV‘ye karĢı 
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antikor negatifken aynı örnekte BVDV‘ye karĢı 1:256‘lık bir antikor titresi tespit 

edilmiĢtir. Aynı çalıĢmada BDV‘ye karĢı kros antikor titrelerinin 20 ila >40 arasında 

olduğu bildirilmiĢtir. Yukarıda adı geçen sığır, koyun ve domuzlardaki pestivirus 

enfeksiyonlarının konu olduğu tüm çalıĢmalar ile bu tezde kullanılan serumlardan 

elde edilen antikor titreleri arasında bir sebep-sonuç iliĢkisi kurulduğunda; BVDV ve 

BDV enfeksiyonlarının koyunlarda ayırıcı teĢhisi konusunda aynı türden (ruminant) 

gelmeleri sebebiyle daha yüksek oranda çapraz bağıĢıklık vermeleri sözkonusu 

olacağından, domuzlardaki pestivirus enfeksiyonlarının (BVDV/BDV/CSFV) ayırıcı 

teĢhisi için geçerli olan 1:40‘lık sınır titre değeri gibi bir sabit sayının verilmesinin 

mümkün olamayacağı, bununla birlikte her bir pozitif serum örneği bireysel olarak 

SN50 titreleri ile değerlendirildiğinde hangi etkene karĢı yüksek antikor yanıt 

bulunuyorsa enfeksiyonun o virus kaynaklı olabileceği kararının verilmesinin 

mümkün olacağı görüĢüne sahip olunmuĢtur.  

 Ülkelerin coğrafik özelliklerine bağlı olarak farklılık gösteren lokal pestivirus 

izolatlarının nötralizasyon testlerinde kullanılması ve bunların arasından uygun 

referenz virusun seçimi için ileri çalıĢmaların yapılması gerekliliği de göz ardı 

edilmemesi gereken bir durumdur. Zira oluĢan nötralizan antikorların kinetiği 

yönünden, ülkelere ait lokal suĢların o ülkedeki pestivirus enfeksiyonunun tanısı 

amacıyla nötralizasyon testlerinde kullanımı homolog virus olmaları sebebiyle 

tanısal önem arzetmektedir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

 Elde edilen sonuçlara göre; koyun kan serumlarının pestivirus antikorları 

yönünden ayırıcı teĢhisi yapılması gerektiğinde: 

 

- Virus nötralizasyon testi ile sadece BVDV referenz virusu NADL‘e karĢı 

test edilmesinin yeterli olmadığı, 

- NPLA testi kullanılarak BDV referenz virusu MOREDUN‘a karĢı da 

testlerin yapılması gerektiği, 

- Sadece antikor pozitifliği yönünden serumların test edilmesinin yeterli 

olmadığı, pozitif serumlarda ayırıcı teĢhis için mutlak surette antikor 

titrelerinin (SN50) araĢtırılması gerektiği kanaatine varılmıĢtır. 
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ÖZET 

 

Koyun Pestiviruslarının (Border Disease Virus, Bovine Virus Diarrhoea Virus) 

Antijenik Yakınlıklarının Serum Nötralizasyon Testi ile AraĢtırılması 

 

 Border Disease (BDV) ve Bovine Virus Diarrhoea (BVDV) virusları, Flaviviridae 

ailesine ait Pestivirus genusunda bulunan etkenlerdir. Pestiviruslar; koyunlarda abort, ölü 

doğum, kongenital anomalili veya yaĢama gücü zayıf yavru doğumu gibi semptomlarla 

karakterizedir. Pestiviruslar, küçükbaĢ hayvancılık sektöründe döl verimliliğine direkt 

etkileri sebebiyle öneme sahip ekonomik kayıplara neden olan viral hastalıklar meydana 

getirmektedirler. Antijenik olarak yakın akraba olan bu etkenler, türler arası geçiĢ 

özelliklerinden dolayı farklı konakçılarda enfeksiyon meydana getirebilmekte ve 

organizmada enfeksiyona karĢı çapraz (kros) nötralizasyon verebilecek antikorlar 

sentezlenebilmektedir. Bu durum enfeksiyonların ayırıcı teĢhisi yönünden önem arz 

etmektedir. 

Koyunlarda aynı genusta bulunan pestivirus enfeksiyonlarından BDV ve BVDV‘nin 

serolojik ayırıcı tanısını amaçlayan bu çalıĢmada, 300 adet koyun kan serumu pestivirus 

spesifik antikor varlığı yönünden nötralizasyon testleri kullanılarak test edilmiĢ olup; 

180‘inde (%60) BDV için, 129‗unda (%43) BVDV için pozitiflik belirlenmiĢtir. Ayrıca her 

iki enfeksiyon yönünden pozitif bulunan 123 adet serum ve tek enfeksiyon yönünden pozitif 

bulunan serumlar SN50 testine tabii tutulduğunda, her bir hayvanın hangi virusla enfekte 

olduğu bireysel olarak aydınlatılabilmiĢtir. 

Ruminant pestiviruslarının ayırıcı teĢhisinde ana kriter homolog türe karĢı yüksek 

antikor titresinin belirlenmesidir. Ayırıcı serolojik teĢhiste Virus Nötralizasyon testinde 

BVDV referenz suĢu olarak NADL, Nötralizasyon Peroksidaz Bağlı Antikor tekniği 

kullanılarak yapılacak olan nötralizasyon testinde Border Disease (BD) referenz suĢu olarak 

Moredun‘un kullanımı önerilmektedir.   

 

Anahtar Sözcükler: Ayırıcı teĢhis, koyun, pestivirus, serum. 
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SUMMARY 

 

The Investigation of Antigenic Relationship of Sheep Pestiviruses (Border Disease, 

Bovine Virus Diarrhoea Virus) Using by Serum Neutralization Test 

 

 Border Disease (BDV) and Bovine Virus Diarrhoea (BVD) viruses are the agents, 

which belongs to genus pestivirus in the family Flaviviridae. Pestivirus infections of ewes 

characterized by abortion, stillbirth, congenital abnormality and birth of weak offsprings. 

Pestiviruses effect on reproductivity of sheep in farming sector and this cause important 

economic losses. These two agents are closely related as antigenically, they can be 

transmitted interspecies and cause infections on the different hosts. These infections result in 

the synthesis of cross-neutralizing antibodies in the organism against viral infections. This is 

important in the terms of differential diagnosis of infections. 

 The aim of this study is serological differential diagnosis of BDV and BVDV 

infections, which belongs to the same genus. The 300 blood serum samples from sheep 

tested using by neutralization tests to determine the presence of specific pestivirus 

antibodies. The 180 of 300 samples (60%) are found positive for BDV and 129 samples 

(43%) are found positive for BVDV. In addition, the 123 samples, which are positive for 

both infection, and positive samples for only one infection were investigated using by SN50. 

Thus, it was explained that each animal infected as individual by which virus.  

 The main criteria for the differential diagnosis of ruminant pestiviruses is to 

determine the high antibody titer against homologous species. In the differential serological 

diagnosis it is proposed that the use of NADL for BVD in VNT, and Moredun for BD in 

NPLA as reference strains. 

 

Key Words: Differential diagnosis, pestivirus, serum, sheep.  
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EKLER - Ek -1: Test edilen serum numunelerinin VNT ve SN50 değerleri.  

Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

1 226979 pozitif 15 pozitif 30 33 227011 pozitif 40 pozitif 80

2 226980 negatif negatif 34 227012 pozitif 60 pozitif      >80

3 226981 pozitif 10 pozitif 80 35 227013 negatif negatif

4 226982 negatif negatif 36 227014 negatif pozitif 7,5

5 226983 negatif negatif 37 227015 negatif negatif

6 226984 pozitif 60 pozitif 40 38 227016 pozitif 40 negatif

7 226985 negatif negatif 39 227017 pozitif 10 pozitif       >80

8 226986 negatif negatif 40 227018 negatif negatif

9 226987 negatif negatif 41 227019 pozitif 20 pozitif       >80

10 226988 pozitif 30 pozitif 40 42 227020 negatif negatif

11 226989 negatif negatif 43 227021 negatif negatif

12 226990 pozitif 7,5 pozitif 80 44 227022 pozitif 60 pozitif      >80

13 226991 pozitif 10 pozitif 80 45 227023 negatif pozitif 20

14 226992 negatif negatif 46 227024 negatif negatif

15 226993 negatif negatif 47 227025 negatif negatif

16 226994 negatif negatif 48 227026 negatif negatif

17 226995 pozitif 7,5 negatif 49 227027 negatif negatif

18 226996 pozitif 7,5 negatif 50 227028 pozitif 60 pozitif      >80

19 226997 pozitif 80 pozitif 120 51 227029 pozitif 10 pozitif 80

20 226998 negatif negatif 52 227030 negatif negatif

21 226999 pozitif 160 pozitif >160 53 227031 pozitif 80 pozitif      >80

22 227000 pozitif 120 pozitif   >160 54 227032 negatif negatif

23 227001 pozitif 20 pozitif 60 55 227033 negatif negatif

24 227002 pozitif 40 pozitif 40 56 227034 negatif pozitif      >80

25 227003 pozitif 20 negatif 57 227035 pozitif 120 pozitif      >80

26 227004 negatif negatif 58 227036 negatif negatif

27 227005 negatif negatif 59 227037 pozitif 10 pozitif      >80

28 227006 negatif negatif 60 227038 pozitif 7,5 pozitif 40

29 227007 negatif negatif 61 227039 pozitif 15 pozitif      >80

30 227008 negatif pozitif 60 62 227040 negatif pozitif      >80

31 227009 negatif pozitif 30 63 227041 pozitif 30 pozitif      >80

32 227010 pozitif 20 negatif 64 227042 negatif negatif
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Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

65 227043 pozitif 15 pozitif                 >80 95 227073 negatif pozitif 60

66 227044 negatif negatif 96 227074 negatif negatif

67 227045 negatif pozitif 7,5 97 227075 negatif pozitif               >80

68 227046 negatif negatif 98 227076 negatif negatif

69 227047 pozitif 15 pozitif 60 99 227077 negatif negatif

70 227048 negatif pozitif 7,5 100 227078 pozitif 10 pozitif               >80

71 227049 negatif pozitif                 >80 101 227079 negatif pozitif 30

72 227050 pozitif 30 pozitif                 >80 102 227080 negatif negatif

73 227051 negatif pozitif                >80 103 227081 pozitif 10 pozitif 60

74 227052 pozitif 30 pozitif                >80 104 227082 negatif negatif

75 227053 negatif negatif 105 227083 pozitif 20 pozitif               >80

76 227054 pozitif 30 pozitif                 >80 106 227084 negatif negatif

77 227055 negatif pozitif 7,5 107 227085 pozitif 30 pozitif               >80

78 227056 negatif negatif 108 227086 negatif negatif

79 227057 pozitif 30 pozitif                 >80 109 227087 pozitif 7,5 pozitif 60

80 227058 negatif negatif 110 227088 negatif negatif

81 227059 negatif negatif 111 227089 pozitif 20 pozitif             >80

82 227060 negatif negatif 112 227090 negatif negatif

83 227061 negatif pozitif 7,5 113 227091 negatif negatif

84 227062 negatif pozitif 7,5 114 227092 negatif negatif

85 227063 pozitif 20 pozitif                 >80 115 227093 pozitif 15 pozitif             >80

86 227064 negatif pozitif 7,5 116 227094 pozitif 120 pozitif             >80

87 227065 pozitif 30 pozitif                 >80 117 227095 negatif negatif

88 227066 pozitif 20 pozitif 80 118 227096 negatif negatif

89 227067 negatif pozitif 60 119 227097 negatif negatif

90 227068 pozitif 160 pozitif                 >80 120 227098 negatif negatif

91 227069 negatif negatif 121 227099 pozitif 30 pozitif 7,5

92 227070 pozitif 15 pozitif                 >80 122 227100 negatif pozitif 30

93 227071 pozitif 60 pozitif                 >80 123 227101 negatif pozitif 7,5

94 227072 negatif pozitif                 >80 124 227102 negatif pozitif 30
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Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

125 227103 pozitif 20 pozitif 80 138 227116 pozitif 30 pozitif

126 227104 negatif negatif 139 227117 negatif pozitif 7,5

127 227105 pozitif 10 pozitif 40 140 227118 pozitif 15 pozitif             >80

128 227106 negatif negatif 141 227119 negatif negatif

129 227107 pozitif 30 pozitif             >80 142 227120 pozitif 40 pozitif 80

130 227108 negatif negatif 143 227121 negatif pozitif 20

131 227109 pozitif 10 pozitif 20 144 227122 negatif pozitif 40

132 227110 pozitif 7,5 pozitif             >80 145 227123 pozitif 40 pozitif 80

133 227111 negatif pozitif             >80 146 227124 negatif pozitif 15

134 227112 negatif negatif 147 227125 pozitif 15 pozitif 120

135 227113 negatif pozitif 15 148 227126 pozitif 80 pozitif          >160

136 227114 pozitif 7,5 pozitif 80 149 227127 negatif pozitif 7,5

137 227115 negatif negatif 150 227128 negatif pozitif 15
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Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

151 227283 negatif negatif 183 227315 negatif pozitif 30

152 227284 pozitif 40 pozitif        >160 184 227316 negatif negatif

153 227285 pozitif 60 pozitif 120 185 227317 negatif negatif

154 227286 negatif negatif 186 227318 negatif negatif

155 227287 pozitif 40 pozitif 120 187 227319 pozitif 160 pozitif          >160

156 227288 negatif negatif 188 227320 negatif negatif

157 227289 pozitif 30 pozitif 120 189 227321 pozitif        >160 pozitif          >160

158 227290 pozitif 60 pozitif 160 190 227322 pozitif           >160 pozitif          >160

159 227291 pozitif 40 pozitif 120 191 227323 pozitif 60 pozitif 160

160 227292 negatif negatif 192 227324 pozitif 160 pozitif          >160

161 227293 pozitif 30 pozitif 60 193 227325 negatif negatif

162 227294 pozitif 40 pozitif          >160 194 227326 negatif negatif

163 227295 pozitif 40 pozitif 120 195 227327 pozitif 120 pozitif 120

164 227296 pozitif 60 pozitif 120 196 227328 pozitif 120 pozitif 160

165 227297 pozitif 30 pozitif 40 197 227329 negatif pozitif 30

166 227298 negatif negatif 198 227330 negatif negatif

167 227299 negatif negatif 199 227331 negatif negatif

168 227300 pozitif 120 pozitif 120 200 227332 pozitif 80 pozitif 120

169 227301 negatif negatif 201 227333 negatif pozitif 15

170 227302 negatif negatif 202 227334 negatif pozitif 30

171 227303 negatif negatif 203 227335 negatif pozitif 30

172 227304 negatif negatif 204 227336 negatif negatif

173 227305 negatif negatif 205 227337 pozitif 30 pozitif 120

174 227306 pozitif 15 pozitif 120 206 227338 pozitif 80 pozitif 120

175 227307 negatif pozitif 15 207 227339 negatif negatif

176 227308 negatif negatif 208 227340 negatif pozitif 30

177 227309 negatif pozitif 20 209 227341 negatif negatif

178 227310 negatif pozitif 15 210 227342 negatif negatif

179 227311 negatif pozitif 20 211 227343 pozitif 30 pozitif 80

180 227312 negatif pozitif 20 212 227344 negatif pozitif 30

181 227313 negatif pozitif 40 213 227345 negatif negatif

182 227314 pozitif 160 pozitif          >160 214 227346 pozitif 60 pozitif 120
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Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA NADL SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

215 227347 negatif negatif 245 227377 pozitif 160 pozitif 160

216 227348 pozitif 30 pozitif 120 246 227378 pozitif 80 pozitif 80

217 227349 negatif negatif 247 227379 pozitif 80 pozitif 160

218 227350 pozitif 30 pozitif 120 248 227380 pozitif 40 pozitif 160

219 227351 negatif negatif 249 227381 pozitif 40 pozitif >160

220 227352 negatif negatif 250 227382 negatif pozitif 10

221 227353 negatif negatif 251 227383 pozitif 60 pozitif 120

222 227354 pozitif 120 pozitif 160 252 227384 negatif negatif

223 227355 negatif pozitif 40 253 227385 negatif negatif

224 227356 negatif pozitif 30 254 227386 pozitif 20 pozitif 80

225 227357 pozitif           >160 pozitif               >160 255 227387 pozitif 15 pozitif 60

226 227358 negatif negatif 256 227388 negatif pozitif 10

227 227359 pozitif 20 pozitif 120 257 227389 pozitif           >160 pozitif >160

228 227360 negatif negatif 258 227390 negatif negatif

229 227361 pozitif 30 pozitif 60 259 227391 negatif negatif

230 227362 negatif negatif 260 227392 negatif pozitif 15

231 227363 pozitif 160 pozitif               >160 261 227393 negatif negatif

232 227364 pozitif 60 pozitif 160 262 227394 negatif pozitif 30

233 227365 pozitif 160 pozitif               >160 263 227395 pozitif 120 pozitif 120

234 227366 negatif pozitif 15 264 227396 pozitif 160 pozitif >160

235 227367 negatif pozitif 30 265 227397 negatif negatif

236 227368 negatif pozitif 20 266 227398 negatif pozitif 15

237 227369 negatif negatif 267 227399 pozitif 60 pozitif 80

238 227370 negatif pozitif 15 268 227400 pozitif 30 pozitif 120

239 227371 negatif negatif 269 227401 negatif negatif

240 227372 negatif pozitif 10 270 227402 pozitif 7,5 pozitif 30

241 227373 negatif pozitif 15 271 227403 pozitif 40 pozitif 80

242 227374 negatif pozitif 30 272 227404 pozitif           >160 pozitif >160

243 227375 pozitif 160 pozitif 160 273 227405 negatif negatif

244 227376 pozitif 40 pozitif 80 274 227406 pozitif 30 pozitif 120
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Sıra Numara NADL VNT  NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50 Sıra Numara NADL VNT NADL SN50 Moredun NPLA Moredun SN50

275 227407 negatif negatif 288 227420 pozitif 30 pozitif 40

276 227408 pozitif 20 pozitif 60 289 227421 pozitif 10 pozitif 60

277 227409 pozitif 15 pozitif 40 290 227422 negatif pozitif 20

278 227410 negatif negatif 291 227423 pozitif 20 pozitif 60

279 227411 negatif negatif 292 227424 pozitif 15 pozitif 40

280 227412 negatif negatif 293 227425 pozitif 15 pozitif 30

281 227413 pozitif 40 pozitif 80 294 227426 pozitif 20 pozitif 120

282 227414 negatif pozitif 10 295 227427 negatif pozitif 60

283 227415 negatif negatif 296 227428 negatif negatif

284 227416 negatif negatif 297 227429 pozitif 20 pozitif 80

285 227417 negatif negatif 298 227430 negatif negatif

286 227418 pozitif 30 pozitif 120 299 227431 negatif negatif

287 227419 pozitif 40 pozitif 80 300 227432 negatif negatif
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