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OZET

Sigir Uterus Dokularinda Bovine Herpesviriis Tip 1 Varhgmi Immunfloresan
Yontemi Ile Arastirilmasi

Amag: Bu c¢alismada Erzurum ilinde faaliyet gosteren mezbahalarda kesimi
yapilan ineklerden alinan uterus Orneklerinde Bovine Herpesviris [ etkeninin
immunfloresan yontemi kullanilarak varlig1 ve yayginliginin saptanmasi, ayrica yapilan
histopatolojik degerlendirmeler 15181nda viriis pozitif dokulardaki bulgularin incelenmesi
amaclanmustir.

Materyal ve Metot: Calisma i¢in rutin kesimler sonrasinda mezbahadaki 120
hayvanin uterus organ1 makroskobik olarak incelendi ve doku 6rnekleri alindi. Toplanan
dokular rutin doku takip asamasindan gegirildikten sonra, hematoksilen- eozin ve
immunflroresans boyama uygulandi. Yapilan boyama sonucglart 1sik ve floresan
mikroskop altinda incelendi.

Bulgular: Uterusta yapilan makroskobik incelemelerde, kivam artis1 (sertlik),
limende farkli renk ve kokularda igerik gozlenmesi gibi bulgulara rastlandi. Doku
orneklerine yapilan histopatolojik incelemelerde 120 6rnegin 52 (%43)’ sinde farkli
karakter ve siddetlerde yangisal lezyonlara rastlandi. Ayrica, histopatolojik incelemeler
1s18inda 52 6rnegin 38 (%73)’inde kronik 14 ( %27)’iinde ise akut endometritis tanisi
konuldu. Toplanan tiim 6rneklerde yapilan immunfloresan boyama sonuglarina gore basta
epitel hiicre ve bolgede bulunan yangi hiicrelerinin sitoplazmalarinda olmak {izere 6
ornekte pozitif reaksiyonlar gozlendi.

Sonug: Sigir uteruslarinda BoHV-1 varliginin immunfloresan boyama sonuglarina
gore %5 oraninda oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: BoHV-1, endometritis, hematoksilen- eozin,

immunfloresans



ABSTRACT

Investigation of Bovine Herpesviriis Type 1 in Cow Uterus by Immunofluorescence

Method

Aim: The aim of this study was to determine the presence and prevalence of
Bovine Herpesviriis 1 agent using immunoflouresence staining method in uterus samples
taken from slaughtered cows in slaughterhouses operating in Erzurum province. In
addition, we aimed to investigate the findings in viriis positive tissues in the light of
histopathological evaluations.

Material and Method: Uterine organs of 120 animals in the slaughterhouse were
examined macroscopically and tissue samples were taken after routine slaughtering. After
routine tissue procedure, hematoxylin-eosin, immunoflourescence staining were applied
to collected tissues. The staining results were examined under light and fluorescence
microscope.

Findings: Macroscopic examination revealed signs of increased viscosity in the
uterus, and different color and odor contents in the lumen. Histopathological examination
of tissue specimens revealed inflammatory lesions of different character and severity in
52 of 120 (%43) specimens. Furthermore, 38 (73%) of the 52 specimens were diagnosed
as chronic and 14 (27%) of them were diagnosed as acute endometritis in the light of
histopathological examinations. According to the results of immunofluorescence staining
in all collected samples, positive reactions were observed in 6 samples, especially in the
cytoplasm of epithelial cells and inflammation cells in the region.

Result: The presence of BoHV-1 in bovine uterus was found to be 5% according
to immunofluorescence staining results.

Key words: BoHV-1, endometritis, hematoxylin-eosin, immunofluorescence
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1. GIRIS

Sigirlarda dogum orani et ve siit besiciligi yapan isletmeler i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Gebelik ve buzagilama hem laktasyonun baglangici hem de et iiretiminin devami
anlamina gelmektedir. DAl tutmamanin ve ineklerin siiriiden ¢ikarilmasinda en 6nemli
sebeplerinin basinda uterusta meydana gelen yangisal hastaliklar gelir. Diinya genelinde
yapilan ¢aligsmalarda isletmelerde en 6nemli ekonomik kaybin ineklerde goriilen fertilite
ve infertilite sorunlar1 oldugu bildirilmistir. * Disi hayvanlarda infertiliteye sebep olan
bir¢cok patolojik durum mevcuttur. Bu patolojik olaylar sonucunda uterus ve baglh
organlarin  yangis1  sekillenmektedir. Uterus duvarmin yangisina  metritis,
endometriyumun yangisina endometritis, ovaryumun yangisina ooforitis ve utersun kas
katmaninin yangisina ise myometritis isimleri verilmektedir. Bu yangilara genellikle
Streptekok, Stafilakok ve E. coli gibi bakteriler yol agmaktadir. Bu etkenler 6zellikle
vaginal akintili klinik endometritis olgularinda sik¢a rastlanan etkenlerdir. Septik metritis
nedeniyle bazen 6liime kadar varan problemlerle karsilasilabilir. Brusellozis, Listeriozis,
Leptospirozis, Salmonellozis gibi hastaliklara nadir olarak rastlanmakla birlikte
Tiiberkiilozis gibi 6nemli zoonoz ve abort yapan etkenlerin yaninda Trichomanas fetiis
gibi protozoonlar ve Bovine Viral Diarrhea Viriis (BVDV), Bovine Herpesviriis (BoHV)
gibi birgok viriisde uterusta enfeksiyona yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlar hayvanin gebe
kalmasina engel teskil edebilecegi gibi hayvani infertil duruma da sokabilmektedir.
Bununla birlikte hayvanlarda abortlara sebep olan; genetik konjenital sebepler, fiziksel
sebepler (amnion Kkesesinin yirtilmasi, gobek kordonu yada uterus torsiyonu vb.),
hormonal etkiler (progesteron yetersizligi v.b), beslenme sorunlar1 (Fosfor, selenyum A

ve E vitamini noksanlig1) ve toksik maddelere maruz kalma gibi durumlarda mevcuttur.

2-7



Bovine Herpesviriis 1 dzellikle solunum sistemi ve genital sisteme yatkinligi olan,
yetistiricilikte olumsuz etkiler gosteren ve ekonomik kayiplara neden olan 6nemli viral
ajanlardan biridir. 8 Uterus enfeksiyonlar1 disi sigirlarda tedavi ve korunmaya yonelik
masraflar ile birlikte gebe olmadan gecirilen silirede uzama, tekrar gebe kalmanin
gecikmesi, siirliden ¢ikarma oranlarinda artis ve siiriide 6liimlere kadar gidebilen agir
ckonomik kayiplara neden olmaktadir. ° Ayrica, bu etken Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR), Infectious Pustular Vulvovaginitis (IPV) veya Infectious Pustular
Balonoposthitis (IPB) gibi klinik bulgularla seyreden morbiditesi yiiksek, akut seyirli
hastaliklara neden olmaktadir. *° Bovine Herpesviriis 1 ii¢ alt tipe ayrilmistir (BoHV-1.1,
BoHV-1.2 (BoHV-1.2a, BoHV-1.2b) BoHV-1.3 (BoHV-5). ¥ Enfeksiyonun klinik
gOriiniimii alt tiplere, viriisun virulensine ve konak¢inin bagisiklik durumuna bagli olarak
degismektedir. ** Bugiine kadar izole edilen biitiin BoHV-1 suslari, tek bir viral tiire
aittir. ***® Diinya’da yapilan ¢alismalarda seroprevalansin %4.7 ile %84.5 arasinda

degistigi bildirilmistir. %17 Tiirkiye’ de ise abort yapan hayvanlardan alman kan

orneklerinde etken seroprevelansi %43.5 ile %72.88 arasinda oldugu bildirilmistir, 189
Sunulan bu ¢alisma ile immunfloresan gibi giivenilir ve giincel tan1t metodu

kullanilarak, BoHV-1 in sigirlarda gozlenen endometritis vakalarindaki varliginin ve

yaygmhigimnin ortaya konmasi, etken pozitif doku Orneklerinin histopatolojik olarak

incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Enfeksiyonlari

2.1.1. Uterus Enfeksiyonlarinin Hazirlayic1 Faktorleri

Dogum sonras1 goriilen hastaliklardan olan hipokalsemi, ketozis, abomazum
deplasmany, topallik ile uterus enfeksiyonlar1 arasinda dnemli baglantilar vardir. Ornegin,
postpartum donemde goriilen hipokalsemi uterus hareketlerini azaltarak gii¢ doguma ve
takibinde yavru zarlarinin atilamamasina ve sonucunda metritis olusumunda artisa neden
olmaktadir. Hipokalsemi olmadan da metritis ve ketozis meydana gelebilir ve yine ayni
sekilde dogum sonras1 sorunlara yol agabilir. 2>?! Retensiyo sekundinarum, ikiz dogum,
mevsim, viicut kondisyon skoru gibi faktorlerin yani sira, beta hidroksi biitirik asit
(BHBA), esterlesmemis yag asitleri (NEFA) ve Haptoglobin (Hb) gibi metabolitlerin de
doguma yakin siirecte meydana gelen metabolik stresi gostermesi nedeniyle metritisle
olan iliskisini degerlendirmek gerektigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada, postpartum
BHBA ve NEFA yogunluklarinin metritisle dogrudan iliskili olmadigini; ancak doguma
yakin siiregte NEFA degerindeki yiikselmenin metritis riskini arttirdigini bildirmislerdir.
Yiikselen NEFA yogunlugu kuru madde alimi nedeniyle antioksidant ve kalsiyum
aliminin da azaldiginin gostergesidir. %

Bunlara ek olarak kuru dénem siiresi, laktasyondaki siit verimi, 6nceki laktasyon
stiresi, gebeligin uzamasi, ikizlik ve 6li dogum postpartum performans: etkileyebilen
faktorlerdendir. 2

2.1.2. Uterus Enfeksiyonlarinin Simflandirilmasi

Uterus enfeksiyonlari metritis, subklinik ve Kklinik endometritis ve pyometra
olarak adlandirilmaktadir. 2° Metritis, dogum sonras 14 giin icerisinde (cogunlukla 4-10
giin icerisinde) sekillenir. Yiiksek ates, uterusun biiyiimesi ve sulu kahverengi kirmizi

renkten, purulent kirli beyaz renge degiskenlik gosteren ve cogunlukla kotii kokulu uterus



kaynakli akintiyla karakterizedir. Hastalik, klinik semptomlarin siddetine bagl olarak
derecelendirilmektedir. 22 Birinci derece metritiste; uterusun anormal genislemesi ve
purulent akintiya ek olarak generalize hastalik semptomlarinin bulunmaz, ikinci derece
metritiste siit veriminde azalma, genel durum bozuklugu, atesin >39.5°C” de bulunmasi
gibi sistemik hastalik belirtileri mevcuttur, tiglincti derece metritiste istahsizlik, soguk
ekstremite, depresyon ve/veya kollaps gibi toksemi belirtileriyle birlikte seyreder ve buna
bagl smiflandirilir. Ugiincii derece metritiste prognoz oldukga kétiidiir. 22

Klinik endometritis (kronik endometritis) dogumu takiben 21. giinden sonra
sistemik bir belirti sekillenmeden purulent veya muko purulent vaginal akinti ile
seyretmektedir. Subklinik endometritiste ise Klinik bulgular sekillenmeden uterus
enfeksiyonu s6z konusudur ve {ireme performansint Onemli Ol¢lide azalttigi
bildirilmigtir. 2?4

Uterusun yangisal degisikliklerinin patolojik olarak siniflandirmasi ise;

Yangi endometriyumla sinirliysa “endometritis” uterus duvarmin i¢ katmaninida
icine alacak kadar yayginsa “metritis”, serozaya ulasmigsa “perimetritis” ve asici
ligamentide iceriyorsa ‘“‘parametritis” olarak isimlendirilmektedir. Cogunlukla yaslh
kisraklarda endometritis vakalarinda endometriyumda periglandular fibrozis ve glandular
dilatasyon gibi dejeneratif Kistik degisiklikler gozlenebilmektedir. Bu durumda kullanilan
patoloji terimi “endometriozis”tir. > Pyometrada, normal luteal dénemden daha uzun siire
varolan bir korpus luteum s6z konusudur. Korpus luteumun varliginda uzun siireli
progesteron salinimi mevcut endometritisin siddetini arttirdig1 icin pyometraya dontistim
s6z konusudur. Ayrica postpartum erken sekillenen ovulasyonda pyometra

sekillenmesinde hazirlayici faktorler arasindadir, 12627



2.1.3. Endometritis

Endometritis; uterusun endometriyum katinin yangisi olup uterusu etkileyen her
tirlii bakteriyel, viral, mekanik, termik, kimyasal ve toksik etkenlere karsi verdigi
yangisal tepkidir. Bu tepki dogum, ¢iftlesme, suni tohumlama ve uterusa irritan
maddelerin infiizyonunu takiben sekillenebilir. ’

2.1.4. Endometritisin Simiflandiriimasi

Endometritislerin  siniflandirilmasinda  giiniimiizde kullandigimiz  yaklasim;
“klinik (kronik) ve “subklinik” endometritis siniflandirmasidir. Postpartum tiglincii
haftadan itibaren sekillenen ve klinik semptomlarla seyreden uterus enfeksiyonlart kronik
endometritis olarak degerlendirilir. 2

Bu siniflandirmanin yanisira endometriyumun, kendisini etkileyen her bakteriyel,
viral, mekanik, termik, kimyasal ve toksik etkiye verdigi degisik derecelerdeki yanit1 akut
endometritis, baslig1 altinda degerlendiren arastirmacilar da mevcuttur. Dolayisi ile
kronik endometritise neden olan tiim faktorler akut endometritisin de nedenidir. 223

2.1.5. Subklinik Endometritis

Subklinik endometritis, endometriyumun sadece histopatolojik ya da sitolojik
inceleme ile belirlenebilen yangisidir. Endometritisin klinik belirtisi yoktur, purulent
veya mukopurulent akint1 goriilmez. Endometritisin bu formunda vaginoskopi ve diger
muayene yontemleriyle endometritis bulgusu belirlenemez. 283!

Subklinik endometritiste en gegerli tan1 yontemi uterustan yikama, biyopsi veya
ozel sitoloji fircalar1 ile alinan drneklerde yangi hiicrelerinin oranmin tespitidir. 323334
S6z konusu olan 6rnekleme giinlerine bagh olarak degisiklik gdstermektedir. Yapilan bir
arastirmada bu oran postpartum 21-33. giinlerde alinan sitolojik 6rneklerde >%18, 34-47.
giinlerde ise >%10 olarak bildirilmistir. Bu yiikselen yangisal hiicre sayisi

endometriyumun iireme performansinda énemli oranda azalma ile sonuglanir. 2833



Orneklemenin 40-60. giinlerde yapildig1 bir baska arastirmada nétrofil orani
yaklasik 24 olarak >%5 bulunmustur. Ayni arastirmada postpartum 40-60. giinlerde
subklinik endometritis insidensi %53 olarak bildirilmistir. 3

Subklinik endometritisin tanisinda yararlanilan bir diger yOntem biyopsi
materyalinin histopatolojik incelenmesidir. D6l tutmama sorunu oldugu belirlenen
ineklerde yapilan histopatolojik degerlendirmelerde, tipik kronik yangi belirtisi olarak
degerlendirilip endometrial asinkroni olarak adlandirilan ve fizyolojik olmayan
bulgularin %87.5 oraninda oldugu bildirilmistir. 3

2.1.6. Kronik Endometritis

Klinik endometritisin herhangi bir belirtisi yoktur. Bu formda yangi kronik hal
almistir. Hiicre proliferasyon baskinligi mononiikleer hiicrelerden yana degismistir.
Kronik endometritisi; postpartum 21. giin veya daha fazla siire gegmis olgularda sistemik
belirtiler olmaksizin purulent (>%50 purulent) veya mukopurulent (%50 mukus-%50
purulent) akintinin belirlenmesi seklinde tanimlamislardir. Arastirmacilar bu tanimlama
i¢in, postpartum 20-21. giinden itibaren purulent vaginal akintinin var oldugu veya
serviks capmin 7.5 cm den biiylik oldugu durumlar ile postpartum 26. giinden sonra
mukopurulent akintiin varligini dnemli kriterler olarak kabul etmislerdir. 237 Postpartum
21. giinden 6nceki donemde losiyal akintinin normal olarak siirmesi ve spontan bakteriyel
eleminasyonun desteklenmesinden dolay1 bu siirecin klinik endometritis tanisi i¢in yaniltici
olacag: bildirilmistir. Akut metritislerin 6nemli bir bolimi bir silire sonra kronik
endometritise doniisiir. 32°

Endometritisin bu formunda hayvanlarin genel durumlarinda bozukluk
gozlenmez. Yalnizca endometritisin derecesine gore gri-saridan purulente kadar degisen

karakterde akint1 gdzlenebilir ve purulent karakterli akint1 aylarca siirebilir, 223840



Kronik endometritis, uterus endometriyumunun postpartum 21. giin ve sonrasinda
sekillenen ve mukopurulent akinti ile karakterize yangisi olarak isimlendirilir. Bu
durumda yangi bélgeseldir ve endometriyumda yikimlanmalara neden olmaktadir. 4

Makroskobik olarak; kronik nonpurulent endometritis, endometriyal yiizeyde ¢ok
sayida kahverengi ve gri renkli daginik igne basi nodiilii ile karakterize edilmistir.
Mikroskobik olarak; kronik olgularda lamina propriada O6dem, nétrofil l6kosit
infiltrasyonu, hiperemik alanlar, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, degisen yogunluklarda
bag doku artisi, subepitelyal bolgede lenfoplazmositer hiicre infiltrasyonlari
gozlemlendigi bildirilmistir. 42

2.1.6.1. Kronik Endometritisin Derecelendirilmesi

Kronik endometritisin derecelendirmesi enfeksiyonun 1. 2. ve 3. derece
endometritis olarak derecelendirilmesiyle yapilmistir. *** Bu derecelendirmeye gore;

Birinci derece endometritis (E1l; Kataral Endometritis, Endometritis
Kataralis):

Serviksten 6zellikle Ostrus sirasinda dumanli goriiniimde, bazen kiigiik partikiiller
igeren mukoz karakterli akint: goriiliir. Interdstrusta bu akint1 vaginoskopla belirlenebilir.
Rektal palpasyonda uterus ¢eperinde kalinlagsma goriilmez. Sikluslar diizenlidir.

Ikinci derece endometritis (E2; Kataral-irinli Endometritis, Mukopurulent):

Endometritis (Endometritis Mukopurulenta): Disaridan gozlenebilen muko-
purulent karakterli akinti ve genellikle uterusta palpe edilebilen igerik mevcuttur.
Akintida irin partikiilleri dikkat ¢eker. Rektal palpasyonda ¢ogunlukla uterus ¢eperinde

kalinlagma gortiliir.



Uciincii derece endometritis (E3; Purulent Endometritis, Endometritis
Purulenta):

Uterusta palpe edilebilir icerik varligina bakilmaksizin purulent karakterli akinti
s0z konusudur. Akinti igerigi sadece irinlidir, miktar1 ve yogunlugu giin igerisinde
degisiklik gosterir. Diizensiz sikluslar veya andstrus gozlenebilir ve uterus c¢eperinde
kalinlasma goriiliir. 4>

2.1.7. Metritis

Uterusun yangist olan metritis, bakteriyel enfeksiyondan kaynaklanir ve genellikle
dogumdan sonra gériiliir. Fétal membranlar, ikiz veya 6lii dogum sonrasi gériiliir. *°

Metritis, yiiksek oranda kendiliginden iyilesme gosteren hafif bir hastaliktan
hayati tehdit edebilen ciddi, akut bir hastaliga kadar degisebilir. Buzagilama aralig
arttikga, hastaligin belirtileri daha az siddetli hale gelir ve hastalik ortaya ¢ikan Klinik
metritisten, klinik endometritise ve bir subklinik endometritise doniisiir. Klinik metritis,
ates, uterusta fazla siv1 ve eksik tonu hali ve genel durum bozukluklari ile karakterizedir.
Klinik metritis en sik olarak dogum sonrasi ilk 10 giinde goriiliir. Klinik metritis olan
inekler, diizensiz Ostrus dongiileri, diisiik gebelik oranlari ve gebelikten bir sonraki
gebelige kadar daha genis araliklarla kétii {ireme performans gosterirler, 28495051

Perimetritis: Yanginin Serozaya ulagmasiyla perimetritis sekillenir. Bu durumda
uterus, serviks ve vajinal seroza kalinligi sarimsi renkli irin birikimi goriliir. Vajinal
duvarda nekrotik ve hemorajik bir fistiil goriiliir ve vajinal seroza ile rektum arasindaki
adezyonlar sekillenir. Mikroskobik incelemede fibroz bag dokusu ve nétrofil, eozinofil
graniilositlerin artmasina bagli olarak uterusun seroza kalinligi artmistir. Bu durumda,
reproduktif yolun diger kisimlarinda yangisal degisiklikler ve adezyonlar sekillenir. 2

Parametritis: Yangi asicit ligamentide igeriyorsa parametritis sekillenir. Bu

durumda, ligamentum lata ve ligamentum intercornuale’de, sarims1 renkli igerik ve sert



kivamli apse goriiliir. Mikroskopik incelemede, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kalin
lifli kapsiiller ile nekrotik hiicrelerde kalsifikasyon varligi goriiliir. 534

2.2. Bovine Herpesviriis 1

2.2.1. Etiyoloji

Bovine Herpesviriis 1 (BoHV-1) Herpesviridae familyasinda, Alfaherpesvirinae
alt familyasi iginde, Varicelloviriis genusunda yer alan bir viriistiir. > Etken yaklasik
olarak 70 protein tarafindan kodlanan cift zincirli DNA’dan olusur. 8% Herpesviriis
virionu zarli ve 120-150 nm ¢apindadir. 100 nm ¢apindaki kapsid kiibik simetrili ve 12
pentamerik, 150 heksomerik olmak {izere toplam 162 kapsomerden olusmaktadir. DNA
molekiilii bir uzun ve bir kisa kovalent baglanmis zincirlerden olusmustur. Zar yaklagik
8 nm uzunlugunda peplomerler igermektedir. Virlis genomunun yaklasik 70 proteini
kodlama kapasitesi vardir. Bovine Herpesviris 1 genomu linear ¢ift iplikli DNA

molekiiliidiir. Herpesviriis’lar 35’°den fazla yapisal protein bulundurmaktadir. Bunlarin 6

tanesi nukleokapsitte, 10-20 tanesi tegumentte ve 10 tanesi ise zarda yer bulunmaktadir.>®
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Bovine Herpesviriis 1 izolatlar1 genetik farklilik ve klinik semptomlardaki
farkliliklarina gore diinyada BoHV-1.1, BoHV-1.2 (BoHV-1.2a, BoHV-1.2b) BoHV-1.3
(BOHV-5) olmak iizere 3 alt tip tanimlanmustir. >

Herpesviriislerin genomu Bovine Herpesviris 1.1 ve BoHV-1.2a Kuzey Amerika,
Avrupa’nin bliyiik boliimiinde gozlenirken, Avustralya ve Yeni Zelanda’da tespit
edilememistir. Bovine Herpesviriis 1.2b ve BoHV-1.3 diger suslara gore daha az virulent
oldugu rapor edilmistir. >

Bovine Herpesviriis 1.1 genellikle solunum ve abort ile BoHV-1.2 genital sistem
enfeksiyonlari ile iligkiliyken, BoHV-1.2b disi sigirlarda IPV, erkek sigirlarda ise IPB
neden olur. % BoHV-1.3 (BoHV-5) c¢ogunlukla 8 aylik sigirlarda nonprulent
meningoensefalitise neden olur. ® Bovine Herpesviris 1.1, BoHV-1.2a ve BoHV-
1.2b’nin  antijenik  Ozellikleri benzerdir, ancak restriksiyon enzim fragman
polimorfizmlerine (REFP'ler) bakilarak ayirt edilir. Bovine Herpesviris 1.3 (BoHV-5),
BoHV-1.1 ve BoHV-1.2 ile antijenleri paylasir. Restriksiyon enzim fragman
polimorfizmleri enzim profilindeki farkliliklar BoHV-1.3(BoHV-5) ve diger alt tipler
arasinda bulunur, bu nedenle bu viriis simdi BoHV-5 olarak adlandirilir. Bovine
Herpesviriis 1.3 ismi Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi (International Committee
0 55 Taxonomy of Virlises/ICTV) tarafindan 1992 yilinda BoHV-5 olarak
degistirilmistir. 5%

Bovine Herpesviriis 1 genel olarak cevresel etkenlere dayaniklidir. Viriisiin
inaktivasyonu, ortam sicakligi, pH, 1s1k, nem oraninda meydana gelen degisiklikler ve
cesitli kimyasallar gibi ¢esitli etkenlere baglidir. Yazin, sicak giinlerde 5-9 giin, kisin
yiiksek nemli ortamlarda 30 giine kadar enfeksiyoz kalabilmektedir. Virlis 4°C’de 1 ay
aktif durumda kalabilirken, 56°C’de 21 dakikada, 37°C’de 10 giinde, 22°C’de 50 giinde

inaktif hale gelir. 625 Yemde 30 giinden fazla yasayabilir. PH 6.0 -9.0 arasinda direng
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gosterir. %% Viriis zarli oldugu igin kloroform, eter ve aseton gibi organik solventlere
kars1 dayaniksizdir ve %5°lik formalinde 1 dakikada inaktif hale gelir. Bunun yaninda
%0.5 sodyum kloriir, %0.01 hidroklorik asit, %1 kalsiyum kloriir, %1 fenol ve %10
Lugol’s iodin’e de duyarlidir. 58626566

2.2.2. Tarihge

Bovine Herpesviriis 1 1886 yilindan itibaren ¢ogunlukla sigir yetistiriciliginde
ekonomik a¢idan Onemli kayiplara neden olan bir enfeksiyon olarak
degerlendirilmektedir. Hastalik sigirlarda sik goriilen son derece bulasici akut ve latent
seyirli viral bir enfeksiyondur. ® Bovine Herpesviriis 1 ilk olarak 1841 yilinda
Almanya’da Buchner ve Trommsdrof tarafindan “Blaschenausschlag (cortikal vezikiiler
ekzantem) olarak tanimlanmig ve o tarihte adlandirilmigtir. Daha sonra 1928 yilinda
Reisinger ve Reimann tarafindan viriisiin yapisi incelenmeye baglanmais ve hastaligin viral
bir etiyolojisi oldugunu bildirmislerdir. °62 1950’lerin basina kadar ineklerde IPV ve
bogalarda IPB olarak tanimlanmistir. 1954°de Kuzey Amerika’da meydana gelen salgin
ile yiiksek ates (38.9-42.2°C), 24-48 saat igerisinde siit veriminde azalma, burundan
mukdz akinti ile baslayan sonra da mukopurulent bir akintiyla devam eden klinik tablo
sekillenmistir. Etkilenen hayvanlarda %3 ‘lik mortalite ve %7,6°lik morbidite
belirlenmistir ve 6len hayvanlarda hemorajik trakeitis ve bronsitis gdzlenmistir. Bu
durumun viral bir etkenden oldugu diistiniilerek rapor yazilmistir. Bu rapor giiniimiizde
de IBR olarak isimlendirilmistir. 6”8 1958 yilinda ilk defa viriis izole edilerek antijenik
yapis1 incelenmistir. Daha sonra viriis Herpesviridae ailesi altinda siniflandiriimistir, 8269

Ulkemizde BoHV-1 varliginin arastirilmasi ilk kez 1971 yilinda yapilmstir.
Tiirkiye’de sigirlarda IBR-IPV enfeksiyonu igin yapilan calismalar, ilk olarak Inanl

Tarim Isletmesinden alinan 25 adet sigirda %24 ve Karacabey Harasindan alinan 75 adet

sigir kan serumunda %29 IBR-IPV virlisuna karsi nétralizan antikorlarin varhigi
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saptanmustir. Tiirkiye’nin farkli bélgelerinde bulunan sigirlardan 1975°de alinan 1029 kan
serumunun 561 tanesinde (%54.51), 1982’ de Tiirkiye’nin farkli blgelerinden alinan 487
adet sigir kan serumunun 233 iinde (%54.46) noétralizan antikorlarin bulundugu
goriilmiistiir. "' 1k viriis izolasyonu ise 1987 yilinda gergeklestirilmistir. "> Yapilan
caligmalar sonucunda, BoHV-1 seroprevalansi yillara gore incelendiginde; 1981 yilinda
%54.46, 17 %43.5182013 yilinda %72.88 19 olarak belirlenmistir.

2.2.3. Epidemiyoloji

Bovine Herpesviriis-1 virlisine bagli hastalik, cesitli iilkelerde hayvanlarin
bulundugu ¢evre kosullarina ve yasam sartlarina bagli olarak degisen prevalans ve
insidense sahiptir. " Bovine Herpesviriis 1 enfeksiyonu Almanya, % Belgika, '® italya,
frlanda, "® Ingiltere, " Fransa, 8 Hollanda, 8 Amerika, 8 Estonya,  fran 8 ve Tiirkiye’
de de yiiksek prevalansa sahiptir. &

Finlandiya, Avusturya, Isve¢, Danimarka ve Italya’nin Bolzano bélgesinde
hastaliga kars1 kontrol ve eradikasyon programlari ile etkenin biiylik 6lgiide elimine
edildigi bildirilmektedir. 8687

Enfeksiyonun bulagsmasit direkt veya indirekt sekilde gergeklesir. Direkt
bulagmada enfekte hayvanla dogrudan temas, nasal eksudat, genital sivilar, indirekt
bulagsmada ise semen, kontamine ekipman, fotal sivilar ve fotal dokular araciligiyla
gerceklesmektedir. 888° Bovine Herpesviriis 1 diger birgok etken gibi sperm hiicrelerinden
ziyade ¢ogunlukla seminal plazmada bulunmaktadir. °99 Viriis -196°C’de uzun siire
aktif halde kalabildigi i¢in BoHV-1 ile enfekte olan bogalarin, dogal asim, suni
tohumlama ve embriyo transferi ile viriis duyarl siiriilere bulasmaktadir. ®® Yapilan bir
calismada embriyo transferinde embriyolarin yikanmasi i¢in kullanilan domuz pankreatik

tripsini yerine rekombinant sigir tripsini kullanilmigtir. Bunun sonucunda BoHV-1 ile
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enfekte embriyolarda dezenfektan etki gosterdigi ve enfeksiyonun énemli 6l¢iide 6niine
gecildigi bildirilmistir. %

Etkenin ana konakgilar1 sigirlardir. Bovine Herpesviriis 1 enfeksiyonundan
etkilenen tiim hayvanlarda primer enfeksiyonu takiben omiir boyu latent enfeksiyon
gorilmektedir. Bu klinik bulgularin yoklugunda ve saptanabilir serum antikorunun
yoklugunda meydana gelebilmektedir. Kortikosteroid uygulamasi enfeksiyonun
tekrarlanmasina ve viriis salinimina sebep olabilmektedir. Dogal ¢ikarim stresi takiben
meydana gelebilmektedir. Ancak latent ve aktivasyon mekanizmasi yeterince
aydinlatilamamustir. Bovine Herpesviriis 1 izolatlar1 alt tiplerle iligkisiz bir bigimde
virulans bakimindan farklidirlar. Kapali bir siiriiye ya da yurtdisindan ithal edilen
hayvanlarin igerisine yeni hayvanlar konuldugu zaman, antikor tasiyan bu hayvanlar
kabul edilmemelidirler, ¢linkii bu hayvanlar latent enfeksiyona sahiptirler. Seronegatif
hayvanlar antikor yoniinden tekrar tekrar kontrol edilmeli, tercihen kortikosteroid ile
isleme tabi tutulmali ve damizlik hayvanin girisine izin vermeden dnce viriis ¢ikarimi
yoniinden drneklenmelidir, 69510

Ulkemizde abort olgularinda viral etiyolojinin aragtirildigi calismalarda BoHV-1
enfeksiyonunun dnemi ortaya konmustur. 101103

2.2.4. Patogenez

Uterus mekanik olarak vulva, vestibular sfinkter ve servix tarafindan bakteriyel ve
viral kontaminasyondan korunur. Dogumdan hemen sonra bu mekanik bariyer etkinligini
kaybettiginden uterus patojenik mikroorganizmalarla kontamine duruma gelir. Dogum
sonrasi sliregte bakterilerin biliyiik bir kismi uterusun savunma mekanizmasi tarafindan
yok edilir. Fakat bazi durumlarda patojenler uterusta kalarak enfeksiyona neden

olurlar.”104

Viicuda virlisun alinmasi solunum veya kontamine yem ile gerceklesir. Viriis
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solunum ile alinip iist solunum yolu mukozasinda gogalir. Genital bulasmada, BoHV-1
pozitif bogalarla ¢iftlestirme ve viriisle enfekte olan semen kullanilarak yapilan suni
tohumlama rol oynamaktadir. %1% | okal viriis ¢ogalmasi sonucunda respiratorik
hastalik semptomlar1 goriiliir. Ust solunum yollarindaki primer ¢ogalmadan sonra
submukozadan lenf yolu ile monosit ve 16kositler ile fotus, sindirim sistemi, merkezi sinir
sistemi, meme gibi hedef organlara ve dokulara ulasir. Bovine Herpesviriis 1 hedef
hiicreye yerlestikten sonra yeni projen viriislerin iiretilmesine baslanir. 1%’ Viriis yaklasik
8 saat icerisinde hiicre i¢cinde serbest kalir ve diger hiicreleri enfekte etmeye baglar. Viral
replikasyonun tam siklusu enfeksiyonu takiben 15-18 saat kadar siirmektedir. 0810
Bovine  Herpesviriis  1’in kiiltire  edildigi  Madin-Darby  sigir  bdbrek
(MDBK) hiicrelerinde neden oldugu sitopatik etki; hiicre yuvarlaklagsmasi ve intraniiklear
inkliizyon cisimciklerinin artis1 ile meydana gelir. °® Ust solunum yollar1 mukozasi ve
submukozada lokal viriis cogalmasi sinirlidir. Enfeksiyoz piistiiler vulvovaginitis viriisun
viicuda alinmas1 genital mukozadan olusur. Viriisun ¢cogalmasi vulva, vagina, penis ve
prepisyum mukozasinda lokalizedir. Spermayi dondurarak saklamada bile viriisiin
enfekte etme Ozelligi devam ettigi i¢in erkek sigirlarin suni tohumlama yonteminde
BoHV-1 etkenini tastmamalar1 gerekmektedir. >

Bovine Herpesviriis 1 viremiyi takiben maternal ve fotal bariyeri gegerek 6limciil
fotal enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Viriisun ilk replikasyonu solunum sisteminde
ya da gebe hayvanlarin vajinal mukozalarinda olmaktadir. Viriis kanda l6kositlerde
tasinmakta ve bdylece uterusa ge¢mektedir. "4 Plasental villuslarin mezensim ve
endotelyumundaki enfeksiyon, fotusun 6liimiine ve fotal dokularda yikimlanmaya sebep
olmaktadir. Bovine Herpesviriis 1°in  plasentadan fOtusa gegisi tam olarak
bilinmemektedir. Hepatik lezyonlar viriisun umblical vena araciligiyla plasentomdan

fotusa kan yoluyla geldigini diisiindiirmektedir. 1*° Ayrica viriis, plasental sirkiilasyonu
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da bozdugundan plasental dejenerasyon sonucu abortlar sekillenmektedir. Abortlar
gebeligin her doneminde sekillenir ve siklikla gebeligin 5-8. aylarinda goriilmektedir.
Abort vakasi fotusun Sliimiinden sonra yaklasik 3-5 giin icinde sekillenmektedir. 1
Abort fotuslarda bir¢ok i¢ organda lezyonlar goriilmekte, karaciger ve bobreklerde nekroz
odaklar1 izlenmektedir. 112

Fotal enfeksiyon, transplasental gecis ile sekillenir. Bovine Herpesviriis 1
buzagilarda dogumun ardindan 14. giinden itibaren basta adrenal bez olmak iizere
karaciger, akciger, bobrek, ince/kalin bagirsaklar, rumen/omazum, trake/larenks,
abomazum, kalp, O6zafagus, timus ve lenf nodiilleri gibi pek ¢ok dokuda tespit
edilebilmektektedir. 12 Bovine Herpesviriis 1 ile enfekte disi sigirlarda; vagina, vulva ve
serviks mukozasinda, erkek sigirlarda; penis ve prepisyum mukozalarinda 6dem ve
vezikiiller sekillenir. Meydana gelen lezyonlar immiin yanitin olusmasindan sonra,
ortamda sekonder etkenlerin bulunmadig1 durumlarda kisa siirede ortadan kalkar. !4
Gebe sigirlarda BoHV-1’in solunum formunun 15-64 giinliik inkiibasyon periyodundan
sonra veya modifiye canlinin Bovine Herpesviriis 1 ile asilanmasi sonucu gebeligin
{iglincii doneminde abortlara neden olabilir. ° Intrauterin Sliimlerin bircogunda otoliz
sekillenir ve 24-48 saat icerisinde abort sekillenir. **°
Virtisun Kkan-beyin bariyerini ge¢mesi halinde ensefalitis tablosu da ortaya

cikabilir. °®% Enfeksiyonda viremi genellikle kisa siireli olup, 16kositlerde BOHV-1’i

replikasyon yeteneginin olup olmadig heniiz kesin degildir. 116
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Sekil 2.2. Bovine Herpesviriis Patogenez 1°

2.2.5. Klinik Bulgular

Bovine Herpesviriis 1 genellikle sigirlarda, bulasici, akut ve latent seyirli
enfeksiyonlara yol acan viral patojendir BoHV-1 enfeksiyonunda klinik semptomlarin
siddetini virlisin susu, enfeksiyon yolu, stres faktorleri, enfekte hayvanin yasi,
hayvanlarin bagisiklik durumu ve gevresel faktdrlere bagl olarak degisir. 1° Klinik
bulgular ¢ok farkli sekillerde gozlenmektedir. Bunlar; solunum formu, genital form,
okiiler form ve ensefalit form. 5

Solunum formunda (IBR) yiiksek ates (41.5°C), anoreksi, oOksiiriik, artan
salivasyon, burun akintisi, gozyasi akintist ve solunum giigliigii gibi semptomlar
sekillenir. G6z ve burun akintisi baslangigta ser6z karakterdedir, birka¢ giin sonra
mukopurulent bir hal alir. 1018119 Byrun mukozas: hiperemik ve bu bolgedeki lezyonlar
pistiiler nekrozdan hemorajik ve krem renkli difteroid membranla kapli iilserli alanlara

kadar degismektedir. Bu tabakalarin alt kisimlar1 hiperemiktir. Bu yiizden bunlara kirmizi

burun ad1 verilir. %8
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Okiiler formda bir veya iki tarafli gbzyas1 akintisi ile seyreder. Semptomlarin
bulundugu hayvanlarda fotofobi gozlenir. Epiphora en karakteristik bulgulardan biridir.
Kornea genellikle etkilenmez ancak sekonder bir enfeksiyon durumunda Keratitis ve
korneal iilserasyon sekillenebilir. 1%

Genital formda disi hayvanlarda IPV, erkeklerde IPB penis ve prepisyumda akut
ya da kronik, irinli, kabarcikli lezyonlara sebep olur. Seronegatif olan hayvanlarda
BoHV-1 den kaynakli solunum enfeksiyonlar1 sonucu abort sekillenebilir. Dogal olarak
sekillenen abort olgular1 gebeligin 4 ila 8. aylar arasinda sekillenir. *® Fakat deneysel
calismalarda gebe diivelere parenteral olarak verilen viriisiin 3 aydan 6nce embriyonik
Olimleri sekillendirdigi goriilmiistiir. Abort olgularinda plesentada degisiklik
gbozlenmezken, fOtiiste patolojik olgular olustugu bildirilmistir. Plasentadan fotiise
yayilma umblikal ven araciligiyla hematojen yolla sekillenir. Buda fotiis karacigerinde
multifokal nekroz odaklar1 olarak gdriiliir. " Siit veriminde diisme, repeat breeding (dol
tutmama) gibi problemler sekillenir, >

Ensefalit formu buzagilarda yaygin olmasina ragmen yetiskinlerde ender olarak
rastlanir. 120

2.2.6. Makroskobik Bulgular

Organlarin liimenleriyle karsilastirildiginda farkli renk ve kokuda (mukoz,
purulent, hemorajik) eksudata ek olarak uterus palpe edildiginde kivaminda sertlik
biiyiimeler mevcuttur. '?* Subklinik endometritiste eksudatta degisiklik goriilmez.
28,122,123 Endometriyal sitoloji, ultrasonografi subklinik endometritis teshisinde kullanilir.
28,121,124

2.2.7. Mikroskobik Bulgular

Histopatolojik olarak endometritis tanimi; uterusta akut ve kronik yangi

durumunda endometriyal epitelde dejenerasyon, yangisal hiicre infiltrasyonu ve lenfosit
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birikimi, vaskiiler konjesyon ve stromal 6dem olarak tanimlanir. Yani yanginin
endometriyumla smirli kalarak, stratum spongiosum tabakasindan daha derinde
goriilmedigi bir durumdur. 6% Bu durumda endometriyal yangi; plazma hiicrelerinin
varlig1 ve lenfositlerin bolgesel artisi, hiicre yuvarlaklagsmasi, intraniikleer inkliizyon
cisimcikleri, farkli derecede hiicre infiltrasyonu, yiizey epitelinde deskuamasyon, nekroz
ve konjesyon ile karakterizedir. Hafif olgularda az sayida lenfosit ve plazma hiicre artisi
sekillenirken, yaygin olmayan periglandular fibrozisin ardindan iyilesme sekillenebilir.
Siddetli olgular da endometriyum dokusunun yerine fibroz dokunun artmasi ile
karakterizedir. Sonrasinda 10kositozis sekillenir ve uterus dokusu yangi nedeniyle
kalinlagarak O6zelligini kaybeder. Uterus bez dokusundaki bu dejenerasyon, uterus
bezlerinin atrofisi ve glandular fibrozisle sonuglanir, 1%

Histopatolojik degerlendirmelerde, tipik olarak iltihapli infiltrat igeren plazma
hiicreleri lenfositler ve nadiren nétrofil ve eozinofil goriiliir. Endometritis olgularinda
plazma hiicreleri en dnemli bulgudur. 21* Kronik endometritisin teshisini koymak icin
plazma hiicrelerinin varligi gereklidir ¢iinkii lenfositlerin aksine normal endometriyumlar
mevcuttur. 3132 Plazma hiicreleri dagimmik ve yaygin odakli olabilir ancak kolayca
taninabilir. Plazma hiicreleri genellikle stromada periglandiiler ve subepitelyal ve lenfoid
kiime gevresinde bulunur, 13132

Akut endometritis ve en stk dogum sonrasi yada abort sonrasi goriiliir. Akut
endometritiste yogun notrofil varligr goriiliir. Normal endometriyum, bir ugta ¢ok sayida
kapillerden olusan graniilasyon dokusu ile degistirilir. 2***32 Nétrofiller, ayrica menstrual
dongii esnasinda da gorilebilir. Bu yiizden nétrofil lenfositlerin varligr akut

endometriyum tanisi i¢in yeterli degildir. Bazen eozinofil ve mikro apselerde goriilebilir.

Hemosiderin yiiklii stromal hiicreler ve histiyositler siklikla goriiliir. 213! Bazen
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histiyositler biiyiik, belirgin olabilir ve bu hiicre kiimeleri plazma hiicreleri ve lenfositlerle
cevrili stromada bulunur, 30133134

2.2.8. Tan1/ Ayirict Tam

Bovine Herpesviriis 1 enfeksiyonlarinin belirlenmesinde kullanilan ¢esitli klinik
ve laboratuvar teshis yontemleri bulunmaktadir. Akut herpesviriis enfeksiyonlarini
saptamak i¢in klinik tan1 yontemleri kullanilmaktadir. Latent enfesiyonlar1 belirlemek
icin ise laboratuvar testler kullanilmaktadir. 1*%*° Bovine Herpesviriis 1 enfeksiyonundan
stiphe edilen durumlarda, 6zellikle yogun stres donemleri, rhinotracheitis, pnémoni
semptomlar1 ve abortlarin ortaya ¢ikmasi gibi tipik klinik belirtiler teshise yardimci olur.
Coryza Gangrenoza Bovum, BVD-MD, Sigir Vebasi, abort olaylari, Brucellosiz,
Listeriosiz, Vibriozis ile karisabilmektedir. Kesin tam1 Sadece laboratuvar testler
kullanilarak yapilabilir. %

Laboratuvar teshisi; virlisun hiicre kiiltiir izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), histopatoloji, Immunohistokimya (IHC) ve Immunfloresan (IF) boyama
yontemleri, Western blot, ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbet Assay), elektron
mikroskop gibi cesitli tan1 yontemleri kullanilarak yapilir, 56:58:62.118,119.135,136

Histopatolojik uygulama i¢in alinan doku orneklerinde, endometriyal biyopsi
Orneginin muayenesiyle endometritisin kesin tanisi yapilabilir ve bu yontemle hayvanin
ilerleyen donemdeki fertilitesi hakkinda fikir yiirlitmek miimkiindiir. Ancak, pahali
olmasi, ekipman ve fazla zaman gerektirmesinin yaninda fertiliteye zarar verme ihtimali
olmas1 nedeniyle biyopsi teknigi sahada oldukc¢a az kullanilir. >

Ayrica inekte biyopsinin tek bir noktadan alinmasi uterusun tamami hakkinda bilgi
vermek igin yeterli degildir ve bu yilizden farkli noktalardan ii¢ ayr1 6rnek alinmasi

onerilmektedir. Bu durumda fertilitenin olumsuz etkilendigini bildiren arastirmalar

mevcuttur. °2 Ozellikle subklinik endometritislerde histopatolojik incelemelerde yaygin
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asinkroninin ortaya konulabilecegi ve tedaviye yon verilebilecegi ortaya konulmustur. %

Viriis tespiti i¢in kullanilan materyaller, burun, geniz, konjunktiva, vaginal
svaplar, plasenta, abort olmus fotiis ve akut donemde ise kandir. Viriis teshisi i¢in alinan
numuneler miimkiin oldugunca taze olmali ve soguk zincirde laboratuvara
gonderilmelidir. °¢1% Serum ve siit érnekleri ELISA ve serum nétralizasyon testinde
antikor tespiti i¢in kullanilmaktadir. ”° Latent enfekte olan hayvanlara yapilan kortizon
uygulamalari, viriisun reaktivasyonuna sebep olabilir. Kortizon uygulamasindan 2-12
giin sonra viriis sagilmaya baslar. 13

2.2.9. Koruma ve Kontrol

Bovine Herpesviriis 1 enfeksiyonlarinda asi kullanmanin amact hastaligin oniine
gegmek ve olusacak ekonomik zararlar1 en aza indirgemektir. 1'° Sigirlardaki BoHV-1
enfeksiyonlarina kars1 glintimiizde 4 ¢esit as1 uygulanmaktadir. Bunlar; modifiye canli
viriis asilar, inaktif asilar, subunit asilar ve marker asilardir. °6°862119 By agilar latent
enfekte hayvanlara kars1 koruyucu etki saglamaz ve asinin immunsupresif etkisinden
dolay1 geng hayvanlarda da as1 uygulamasi sonrasinda enfeksiyon olusabilir. 11*%%7 Aginin
bu etkileri nedeniyle geng hayvanlarda nasil uygulanmasi gerektigi tartismaya aciktir. 37
Modifiye canli agilar 3 grupta incelenir. Parenteral asilar fotal sigir bobrek doku
kiiltiiriinden elde edilir. Bunun yanisira 2 adet intranasal as1 mevcuttur. Bunlar; BoHV-1
mutant formunu igeren tavsan doku kiiltiri ya da sigir doku Kkiiltiirinden elde
edilmektedir. Modifiye canli agilar hizli bir yanit olusturur ve uzun siireli lokal mukozal
bagisiklik saglar ama bu asilar abortlara neden olmaktadir. °%2 Bu yiizden asilar gebe
hayvanlarda kullanim i¢in uygun degildir. Asilarin bagka bir 6zelligi de latentlik gelistirip
as1 viriisunun sa¢ilimina neden olabilir. %8 Inaktif asilar modifiye canli asilarm abort,
latentlik ve immunsupresif etkilerinden dolay1 gelistirilmistir ve bundan dolay1 gebe

hayvanlarda kullanilabilir. Bu asilarin dezavantaji ise viriise maruz kalan hayvanlarda
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latentligin 6niine gecememesidir. °#%2 Subunite asilar gB, gC ve gD gibi glikoproteinleri
igerir. gD kokenli asilar adjuvanlar ile birlestigi zaman hastalig1 6nlemede en etkili olan
astlardir. ° Marker asilar ise dogal enfekte hayvanlar ile asili hayvanlar arasindaki ayrimi
saglayan bir veya daha fazla viral proteinin silinmesi esasina dayanir. Bu asilarin farkli
tipleri mevcuttur. Bunlar; gE-canli, gG-cansiz, gC-canli, gD-subunit ve gD-replication-

incompenent gibi asilardir. >
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Caliyma materyali

Calisma materyalini 2018 yili igerisinde Erzurum ilinde faaliyet gosteren
mezbahalardan alinan uterus dokular1 olusturmaktadir.

3.2. Yontem

3.2.1. Makroskobik inceleme

Calisma igin rutin kesimler sonrasinda mezbahadaki 120 hayvanin uterus organ
muayenesi yapildi. Bu organlarin anatomik olarak corpus bdlgesinden doku o6rnekleri
toplandi. Alinan her bir 6rnek %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit edildi.

3.2.1.1. Dokularn Islenmesi

Mezbahalardan kesim sonrasinda alinan ornekler %10’luk tamponlu formalin
soliisyonu igerisinde 24 saat bekletilip tespit edildi. Sonra kiigiiltme ve trimleme
islemlerinin ardindan, dokular kasetlere alindi. Kasetlerde bulunan ornekler 12 saat siire
ile akan ¢esme suyu altinda yikandi. Dokularin dehidrasyon ve seffalandirma islemleri
icin otomatik takip cihazi (Shandon Citadel 2000, Amerika Birlesik Devletleri)
kullanilarak cihaz programi 2’ser saat %70, %80, %90 ve %100’liik alkolde, 1 saat ksilol
soliisyonlarinda, 2’ser saat parafinde (56 °C) olacak sekilde ayarlandi. Bu islemlerin
cihazda sona ermesinin ardindan bloklama islemi gerceklestirildi.

Bloklanmis olan dokuladan mikrotomda (Leica RM 2255, Almanya) 5 mikronluk
kesitler alindi. Alman kesitler histopatolojik inceleme i¢in normal lamlara,
immunfloresan inceleme i¢in polilizinli lamlara alindu.

3.2.1.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafinin erimesi i¢in lamlar 1 saat siire ile 56°C etiivde bekletildi. Sonrasinda
etlivden ¢ikarilan lamlar salelerde sirayla ksilol I’de 5 dakika, ksilol 1I’de 5 dakika

bekletildi. Islem sonrasinda derisik olarak hazirlanmis alkol serisinden sirasiyla %100-
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%96-%80-%70-%60 3’er dk. bekletilerek gegirildi. 5 dk. distile suda bekletilerek Mayer
Hematoksilen (Merck) soliisyonuna batirildi ve 3 dk. bekletildi. Asit alkol ve ¢esme suyu
kullanilarak fazla boya uzaklastirildi. Daha sonra Eozin (Riedel Haen) soliisyonuna alindi
3dk. bekletildikten sonra bu sefer aksi yonde alkol serisinden sirasiyla %60- %70- %80-
%96- %100 3’er dk. gecirilerek 10 dk. ksilole alind1 ve entellan damlatildiktan sonra
lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 (DP72 kamera atagmanli) marka
151k mikroskobunda incelendi.

3.2.1.3. immunfloresan Boyama

Dehidrasyon, seffaflandirma ve parafinizasyon islemlerinden sonra parafin doku
bloklar1 4-5 mikron kalinliginda kesilerek polilizinli lamlara alindi. Parafinin eritilip
uzaklastirilmasi i¢in lamlar preparat tasima aparatina alinip 1 saat siire ile 56°C etiivde
bekletildi. Immunfloresan boyama Expose Kit ( Abcam: ab80436, ingiltere ) iiretici
firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. Bu amacla;

1. Ksilolde 15 er dk. ( 3 defa)

2. %100 etanolde 5 er dk. ( 2 defa)

3. %96 etanolde 5 er dk. ( 1-2 defa)

4. %90 etanolde 5 dk. ( 1 defa)

5. %80 etanolde 5 dk. ( 1 defa)

6. %70 etanolde 5 dk. (1 defa)

7. 5dk. distile su ile yikama

8. 10 dk. %3 liik hidrojen peroksit ( 300 ml distile su + 9 ml H203 ) soliisyonunda

endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla bekletildi.
9. 5dk. phosphate buffer soliisyonu (PBS) ile yikama.
10. Mikrodalga firinda 15 dk ( 600 wat) sodyum sitrat soliisyonu ( pH= 6.0 ) antijen

retrival asamasi i¢in kaynamaya birakildi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Soliisyondan c¢ikarmadan oda 1sisinda sogumasi i¢in 15 dk. bekletildi ve
sonrasinda 3 defa PBS ile yikandi.

Lamlar iizerine dokuyu kapatacak oranda protein blok (Abcam: ab80436)
damlatildi ve 30-60 dakika nemlendirilmis kap igerisinde bekletildi(Non
spesifik antikor baglanmasini bloke etmek i¢in).

PBS soliisyonu ile bir defa yikandi.

1\250 oraninda sulandirilan primer antikordan (alBR16L12, BioX, 1/250) her
lam tizerine mikropipet kullanarak 100ul eklendi, 37°C etiivde nemlendirilmis
kap icerisinde 1 saat inkiibe edildi.

Bu islem sonrasinda Floresan boyama igin 1\50 oraninda sulandirilan
immunfloresan sekonder antikor goat Anti- Rabit IgG (FITC) (ab 6717)
preparatlara damlatildi ve karanlik ortamda 45 dk. bekletilip distile su ile
yikandu.

Yikamay: takiben herbir preparata DAPI (ab104140) damlatilarak kapatma
islemi yapildi.

Hazirlanan preparatlar (ZEISS Almanya) floresans atagmanli mikroskopta

incelendi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Hayvan kesimi takip edildikten sonra detayli inceleme igin sirayla organ serozasi
ve endometrium acgilarak mukozalar palpasyon ve gozle mueyene edilmistir. Yapilan
makroskobik inceleme esnasinda bazi organlarda kivam artisi (sertlik ve organlarda
kiiglilme) tespit edildi. Yine yapilan muayenede liimenlerinde farkli renk (sarimtrak
renklerden yesil ve kanli igerige kadar degisen) ve kokuda igerikle karsilasildi. Ayrica,
liimende bezlerde kalinlagsma ve irili ufakli farkli dagilim gosteren kistik yapilar gozlendi.

4.2. Mikroskobik Bulgular

Histopatolojik muayene sirasinda alinan 120 6rnegin 52 sinde farkli karakter ve
siddetlerde olmak {izere yaygin yangisal lezyonlara rastlandi. Yapilan histopatolojik
incelemede lezyon gozlemlenen 52 dokunun 38’ inde kronik endometritis 14 ‘ilinde ise
akut endometritis tanis1 konmustur. Akut olgularda submukozada ve liimende yogun
notrofil 16kosit (Sekil 4.1) lamina propriada deskuamasyon ve nekroz goriildi. Kronik
olgularda ise yogun bag doku artis1 (fibrosit-fibroblast), plazma hiicresi, yaygin lenfosit
(Sekil 4.3) ve bazi olgularda eozinofil 16kosit varligi gozlendi. Ayrica, endometriyum bez
epitellerinde ve epitel katmanlarda yogun nekroz izlendi (Sekil 4.4).

Bovine Herpesviriis 1 pozitif 6rneklerin tamami histopatolojik olarak kronik
endometritis tanisi konulan 6rneklerde rastlandi. Pozitif olgularda uterus bez epitellerinde
deskuamasyon, dejenerasyon bezlerin ¢evresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari ile

birlikte plazma hiicre varligi izlendi.
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Sekil 4.1. Akut endometiritis, nétrofil 16kosit eksudasyonu (oklar). Endometrium
limen. (H&E, 20 um)

q
..‘

,'-.t (;
2 g

2
S

! -
XN e

I

Sekil 4.2. Kronik endometiritis: endometriyumda diffuz mononiikleer hiicre
infiltrasyonu. (H&E, 20 um)
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Sekil 4.3. Kronik endometritis: bezlerin ¢cevresinde plazma hiicreleri(ok bast).

Endometrium. (H&E, 20 um)

R AL P~ 2 .
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Sekil 4.4. Kronik endometritis: bez epitellerinde dejenerasyon, nekroz ve
deskuamasyon (oklar). Endometrium. (H&E, 20 pm)
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Sekil 4.5. Kronik endometiritis fibrozis: Fibroz bagdoku hiicreleri. (H&E, 20 um)

4.3. immunfloresan Boyama Sonuclari

Yapilan immunfloresan boyamada 6/120 oraninda BoHV-1 pozitifligi tespit

edilmistir. Pozitif reaksiyonlar basta epitel hiicreleri olmak {izere mononiikleer hiicrelerin

stoplazmalarinda gozlenmistir (Sekil 4.6), (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. Bez epitelleri ¢evresinde bulunan mononiikleer hiicrelerde (oklar) pozitiflik.
Uterus endometrium. IF (FITC). 20 um

Sekil 4.7. Epitel hiicrelerinde pozitiflik (oklar), Uterus endometrium. IF (FITC). 20 um
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5. TARTISMA

Ureme sistemi hastaliklar1 yogun arastirma ve dnleme ¢alismalarina ragmen sigir
yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olmaya devam etmektedir. Enfeksiyonun
olusmasinda viriis ve bakteriler gibi canli etkenler ile ¢evresel faktorler veya konakgiya
bagl stres faktorleri de rol oynamaktadir. Sigirlarda primer olarak iireme sisteminde
hastalik  olusturan viral etkenler arasinda BoHV, BVDV, Mavi dil,
Orthobunyaviriis (Akabane) etkenleri sayilmaktadir. Bu etkenler arasinda bulunan
BoHV-1 viremiyi takiben maternal ve fotal bariyeri gegerek 6liimciil f6tal enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Bovine Herpesviriis 1 etkeni hastalik sekillendirdikten sonra
genital veya solunum mukozasini innerve eden sinir gangliyonlarinda latent olarak kalir
ve immunsupresyon durumlarinda enfekte hayvanlar viriisii sagmaya devam edebilirler.
Bovine Herpesviriis I’in plasentadan fotusa gecisi tam olarak agiklanamamistir. Viriisun
primer konakgis1 sigirladir fakat, enfeksiyon diger ruminantlarda da bilinmekte olup,
tiirler arasinda enfeksiyon nakli miimkiindiir. ®

Sigirlarda infertilite ve dol verimindeki kayiplara neden olan BoHV-1 enfeksiyonu
epidemiyolojisine yonelik bir¢ok tilkede ¢alisma yapilmis ve bu ¢alismalarda, sigirlar igin
BoHV-1 seroprevalansi %4.7 ile %84.5 arasinda degisen degerlerde bildirilmistir. 167
Siit ineklerindeki BoHV-1 kaynakli hastaliklarin yaklagik %75°1 laktasyon siirecinin ilk
30 giinii igerisinde gergeklestigi ve siit verimi yiiksek olan ineklerin dogum zamani %30
ila %50’si hastaliklardan etkilendigi bildirilmistir. 138139

Diinya’nin farkli bolgelerinde yapilan caligmalarda koyunlarda BoHV-1
seropozitifligi Minesota’da %0.5, Kanada’da %10.8 ve Nijerya’da %2.9 olarak rapor
edilmistir. %914 Benzer sekilde yapilan caligmalarda Bulgaristan’da 199 adet kan
orneginde BoHV-1 seroprevalansin koyunlarda %2.4 ve kegilerde %3.4 oldugu

bildirilmistir. **? Bovine Herpesviriis 1, Amerika Birlesik Devletleri, Zaire, italya,
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Belgika, Hindistan gibi iilkelerde bulunan sigirlarda olduk¢a yaygin oldugu tespit
edilmistir, /677141

Tirkiye’de ki sigirlarda da oldukea yaygin oldugu ve ekonomik kayiplara yol agan
enfeksiyodz viral ajanlardan biri oldugu yapilan arastirmalar ile belirlenmistir. >4 Kars
da ki siit sigirlarinda goriilen abort vakalarinda BoHV-1 enfeksiyonunun seroprevalansini
%61.4 (86/140), Konya ilinde yaptiklar1 ¢alismada abort vakalari goriilen isletmeden
alinan 450 kan 6rneginde %72.88; Burdur bolgesinde ise abort olgulari gozlenen bir siit
sigir1 isletmesinde %43.5 (40/92) oraninda bulmuslardir, 1819143

Ulkemize komsu olan Suriye’de yapilan bir ¢alismada %31.3 seropozitiflik,
Irak’ta ise sigirlarda %4.7 oraninda pozitiflik saptanmistir. 614 fran’da ise IBR
enfeksiyonunun prevalansi %35.6 olarak bildirilmistir. *** Bu bulgular dogrultusunda
BoHV-1 i¢in pozitiflik oranlarinin degisken oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde bildirilen oranlara gore sunulan ¢alismada elde edilen %5°1lik sonucun
olduke¢a diisiik oldugu dikkati ¢ekmistir. Ancak, bu durumun c¢alismalarda 6rnekleme
grubunun abort yapan hayvanlardan olugsmasi ile iliskili oldugu degerlendirilmistir.
Ayrica, materyalimizi mezbahada kesilen disi sigirlar olmasi sebebi ile bolgedeki akut
hastaliklar yerine kroniklerin yer almasi virlisiin latent durumda oldugu i¢in diigiik
oranlarda tespit edilmesine neden oldugu diislintilmektedir.

Uterusta bulunan yangisal degisikliklerin tayini i¢in akintt muayenesi,
vaginoskopi, vaginal sitoloji, ultrason gibi metodlar kullanilmaktadir. Ancak, uterusta
gelisen yangisal degisiklikler hakkinda ayrintili ve net bilgilere sahip olunmasi,
giivenilirlik agisindan histopatolojik muayenenin 6nemini diger yontemlerden daha etkili

ve giivenilir kilmistir. Bu metot canli hayvanlarda uterusta olusan yangisal reaksiyonlarin

degerlendirilmesinde; biyopsi alinma zorunlulugu ve bunun gerek kanama riski gerekse
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hayvanin kendi organ florasi tarafindan enfekte olmasi riski tagimasi dolayisiyla tercih
edilmemektedir. 3

Calismada elde edilen histopatolojik bulgular 1s181nda toplanan doku 6rneklerinde
%52 oraninda endometritis tanis1 konulmustur. Akut olgularda basta liimende bulunan
eksudat olmak tizere submukozada yogun nétrofil 16kosit varligr (Sekil 4.1) izlendi.
Kronik olgularda ise submukozada yogun mononiikleer (lenfosit, histiyosit, makrofaj)
hiicre infiltrasyonlar1 ile birlikte plazma hiicre (Sekil 4.3), eozinofil varlig1 ve bazi
olgularda fibrozis (Sekil 4.5) sekillendigi dikkati ¢ekmistir. Ayrica, 6zellikle kronik
olgularda belirgin ve yaygin olmak {izere uterus bez epitellerinde dejeneratif
degisikliklere rastlandi (Sekil 4.4). Calismada elde edilen bulgularin literatiir bilgileriyle
uyumlu oldugu goriilmiistiir. 13132

Sunulan c¢aligmada elde edilen yiliksek endometritis oranlarinin olusmasinda
pospartum hayvan bakimi konusunda yeterli dikkat ve 6zenin gosterilmedigini akla
getirmektedir. Dogu Anadolu Bolgesinde yetistircilik yapilan isletmelerde sartlarin
yetersiz oldugu, hayvan hareketlerinin kontroliiniin yetersiz yapildigi, suni tohumlama ve
dogum sonrasi retensiyo sekundinarium oranlariin sik goriildiigii diistiniilmektedir.

Retensiyo sekundinarumun endometritise neden olan faktorlerin baginda geldigi
ve retensiyo sekundinarum olusan hayvanlarda endometritis yogunlugunun normal
hayvanlara gore 25 kat daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Bu ylizden retensiyo
sekundinarum ile endometritis arasinda ©onemli derecede paralellik bulundugu
bildirilmektedir. 2 Bir baska calismada retensiyo sekundinarum sekillenen hayvanlarda
endometritis yogunlugu %78.9 olarak belirlenmistir. 2

Giliniimiizde BoHV-1 enfeksiyonlar1 teshisi i¢in virilis izolasyonu, Western Blot,
PCR, dokudan floresan antikor teknigi, ELISA ile antijen belirleme ve immunperoksidaz

boyama yéntemleri kullanilmaktadir. °8146147 Yapilan bu calismada immunfloresan
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boyamada 6/120 oraninda BoHV-1 pozitifligi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar hem
pozitif 6rnek hemde pozitif reaksiyon lokalizasyonlar1 agisindan birebir uyumlu oldugu
gorilmiistiir. Bunula birlikte floresan boyama yonteminin degerlendirme kolaylig1 ve
netligi acisindan daha verimli bir metot oldugu degerlendirilmistir. Pozitif 6rneklerin
tamami histopatolojik olarak kronik endometritis tanist konulan orneklerde

rastlanilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada hayvancilik isletmelerinde onemli verim kayiplarina neden olan
tireme sisteminde hastalik olusumunda 6nemli rol alan BoHV-1 viriistiniin yaygmligini
farkl1 teshis metodlar1 ile ortaya konulmasi amaciyla yapilmustir.

Yapilan bu ¢aligmada immunfloresan boyamada etken varligi %35 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular ve literatiir bilgileri 1s18inda bdlgemizde gozlenen
endometritis kaynakli tireme sistemi sorunlarinda BoHV-1 etkeninin de 6nemli rol aldig:
diistinilmektedir.

Hayvancilik isletmelerinde koruyucu hekimlik saglikli hayvanlarin yetistirilip
yiiksek verim elde edebilmek i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu yiizden, hayvancilik
isletmelerinin  bulundugu boélgelerdeki hastaliklarin bilinmesi ve viral hastaliklar
yoniinden rutin araliklarla kontrollerin yapilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Viral
hastaliklar1 kontrol altinda tutmak ve yok etmek i¢in enfeksiydz etkenin tanisinin
yapilmas1 ve epidemiyolojik durumunun arastirilmast gerekmektedir. Bu amagcla
gelistirilecek kontrol programlari, siirii saglig1 ve hastaliklara bagl sekillenen ekonomik

kayiplarin azaltilmasina yardimer olacaktir.
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