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OZET

Erzurum Yoresi Sigirlarda Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV)’un Varhiginin

Immunohistokimyasal Yontemle Arastirilmasi

Amag: Erzurum ve yoresindeki sigirlarda Bovine Viral Diarrhea Virus’un,
serolojik  ¢aligmalardan  farkli olarak  Ozellikle persiste enfekte sigirlarin

immunohistokimyasal olarak teshisine yonelik epidemiyolojik bir ¢alisma yapilmasidir.

Materyal ve Metot: Irk, cinsiyet, agirlik vb. ayrimi yapilmadan kesimi
gerceklestirilen 100 adet sigir cinsi hayvandan alinan ileum Ornekleri makroskobik,

histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeye tabi tutuldu.

Bulgular: Makroskobik olarak herhangi bir patolojik bulgu gostermeyen
orneklerin immunohistokimyasal incelemelerinde %27 oraninda Bovine Viral Diarrhea
Virus viral antijeni tespit edildi. Pozitif 6rneklerde histopatolojik olarak kript epitel
hiicrelerinde hiperplazi ve yer yer mitotik figiirler, lamina propria’da agirlikli olarak
histiyositlerden olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, 16’ sinda peyer plaklarinda
deskuamasyon, dejenerasyon ve nekroz, 9’ unda ise lamina propria’da hemoraji tespit
edilmistir.

Sonu¢: Erzurum ve yoresinde sigirlarda %27 oraninda Bovine Viral Diarrhea
Virus immunpozitifligi bulunmus ve sigir yetistiriciligi agisindan 6nemli bir etken
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak, Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV),

Histopatoloji, Immunohistokimya, Sigir



ABSTRACT

Immunohistochemical Invastigation of Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV) in

Cattles in Erzurum Region

Objective: An epidemiological study of the Bovine Viral Diarrhea Virus in
Erzurum and its surroundings to immunohistochemically diagnose especially persistent

infected cattle, unlike serological studies.

Materials and Methods: Race, sex, weight, etc. histopathologic and
immunohistochemical examinations of the ileum specimens taken from 100 cattle
breeding animals that had been cut without discrimination were subjected to

microscopic, histopathologic and immunohistochemical examinations.

Results: BovineViral Diarrhea Virus viral antigen was detected in 27% of
immunohistochemical analysis of specimens without any pathological findings
macroscopically. In the positive specimens, mitotic figures in crypts, hyperplasia in
crypt epithelial cells and mononuclear cell infiltrates predominantly histiocytes in
lamina propria, desquamation, degeneration and necrosis in pyloric plaques at 16 and

haemorrhage in lamina propria were detected.

Conclusion: Bovine viral diarrhea virus immunopositivity was found in 27% of
cattle in Erzurum and its region and was determined that it was an important factor in

cattle breeding.

Keywords: Bovine, Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), Histopathology,

Immunohistochemistry, Intestine
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1. GIRIS

Flaviviridac familyasinda, Pestivirus alt grubunda yer alan Bovine Viral
Diarrhea Virus (BVDV), Bovine Viral Diarrhea (BVD) hastaliginin etkenidir. BVD
diinya genelinde yaygin gozlenen ve isletmeler i¢in onemli kayiplara neden olan
enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir.

Sigirlarda yaygin olan BVD enfeksiyonlari, sindirim sistemi enfeksiyonlar1 ve
transplasental enfeksiyonlara baglh olarak sekillenen reprodiiktif bozukluklarin yaninda,
abort ve mastitis gibi problemlere de yol agabilmektedir. BVDV’nin &zellikle yeni
dogan hayvanlarda ve akut tablolarda siddetli ishal meydana getirebildigi yapilan
caligmalar neticesinde ortaya koyulmustur. Kisaca, BVD enfeksiyonu, siit ve et amach
sigir yetistiriciliginde yol actig1 direkt ve indirekt ekonomik kayiplar nedeniyle iilke
ekonomisinin 6nemli problemlerinden birisidir.

Erzurum ve ydresindeki yapilan bu ¢alisma ile sigirlarda Bovine Viral Diarrhea
Virus’un, serolojik calismalardan farkli olarak oOzellikle persiste enfekte sigirlarin
immunohistokimyasal yontemle tespitine yonelik epidemiyolojik bir ¢alismanin

yapilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bovine Viral Diarrhea Virus kaynakli enfeksiyonlar ilk kez 1946 yilinda Olafson
ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Klinik olarak, ates, gastroenteritis, siddetli
ishal, agizda lezyonlar ve lokopeni gibi belirtiler gosteren, persiste akut bir
enfeksiyondur.! Daha sonraki yillarda, semptomatik olarak BVDV enfeksiyonuna ¢ok
benzemesine ragmen semptomlarin daha siddetli seyrettigi ve mortalitesi daha yiiksek
olan “Mucosal Disease” (MD) bildirilmistir.> Dogal yollarla sekillenen BVD/MD
enfeksiyonlarindan izole viruslarin incelenmesi sonucunda, BVDV’un hiicre
kiiltiirlerinde sitopatojenik etki olusturan (sitopatojen) ve olusturmayan (non-
sitopatojen) olmak iizere iki biyotipi oldugu tespit edilmistir.>* BVDV’ un dagilimi
sadece Kuzey Amerika ve Avrupa ile smirli degil, tiim diinyada yaygindir.>” Ulkemizde
ise arastirmalar neticesinde seroprevalansinin yiiksek oldugu bildirilmistir.81!

2.1. Etiyoloji

Bovine Viral Diarrhea Virusu Flaviviridae ailesinin, Pestivirus genusuna ait,
rekombine olabilen bir RNA virusudur.}?> Yapisal olarak tek iplikcikli, 40-60 nm
capinda, zarfli ve kiiresel bir virustur.®

Bovine Viral Diarrhea Virus, 69 virusun bulundugu Flaviviridae ailesinin,
Pestivirus alt grubunda yer alir. Bu ailede yer alan viruslar, basta Louping ill,
Wesselbron ve Japon ensefalitisi gibi hastaliklarin da bulundugu, veteriner hekimlik
acisindan onemli enfeksiyonlara yol acarlar. Yine bu ailede yer alan viruslarin 30 kadari
konakg¢ist insan olan ve artropodlarla bulasan hastaliklar1 meydana getirirler.
Pestiviruslar ailesinde yer alan BVDV biiyiikk ruminantlarda BVD enfeksiyonunu
meydana getirir.4

2.2. Bulasma

Hastalikta epidemiyolojik olarak Onem arz eden immuntolere persiste



enfeksiyon, BVDV’un non-sitopatojen suslari tarafindan meydana getirilir. Primer
konakgilar1 biiyilk ruminantlar olan BVDV, yol a¢tigi BVD enfeksiyonunun etkileri
nedeniyle hayvan yetistiriciligi agisindan en ¢ok dneme sahip hastaliklardan birisidir.'®
BVDV iletimi bulasic1 virlis sacan enfekte hayvanlar ile gerceklesir. Viriis iki hafta
boyunca dogrudan temas, viicut salgilar1 ve kirlenmis fomitler yoluyla bulasabilir.®

Bovine Viral Diarrhea Virus’un konakgilari evcil ve yabani ruminant tiirleri ile
domuzlardir. Persiste enfekte sigirlar ise hastaligin rezervuar konakgilar1 olarak
karsimiza ¢ikar. Buzagi enfeksiyonlari prenatal donemde transplasental olarak meydana
gelir.t’

Bircok iilkede yapilan antikor taramalarinda bulunan yiiksek sonuglar, BVD’nin
diinya ¢apinda ¢ok genis dagilim gosterdigini ortaya koymustur. Enfeksiyon genellikle
akut ya da persiste enfekte hayvanlar ile duyarli hayvanlarin dogrudan temasi
neticesinde ortaya cikar.!® Bunun yani sira, indirekt temas ile enfekte hayvanlarin
gbzyasi, burun akintilari, tiikriik, semen, diski, idrar, ter ve siit gibi salgilariyla da
bulagir. Tiim bunlarin disinda, iatrojenik yollarla, kontamine asilar, embriyo transferi,
asilama ve enjeksiyon gibi aracilarla da bulasabilir.® Bulasmaya yol acan canli bir
vektor hakkinda herhangi bir bilgilendirme yoktur. Y1l boyunca her donemde BVD’ye
rastlamak mimkiin olsa da, hayvanlarin daha ¢ok i¢ ige bulundugu kis mevsiminde
hastaligin insidensi artar.?

Baska etkenlerle birlikte de seyredebilen BVDV’un saha sartlarinda bir arada
goriildiigii etkenler cogunlukla; Infeksiydz Bovine Rhinotracheitis (IBR), Parainfluenza
Tip 3 (PI3), Respiratory Syncytial Virus (RSV) ve Pasteurella haemolytica etkenleridir.
Miks solunum sistemi enfeksiyonlarinda genellikle ana etkenin BVDV oldugu dile
getirilmektedir.?12?

Prognoz, enterik (Rotavirus, Coronavirus ve Salmonella spp.) ve respiratorik



(IBR, P13, RSV) etkenlerin dahil oldugu vakalarda daha agirdir.?? Ayrica akut BVDV
enfeksiyonunundan sonra hastalarda bakteriyemi tablolarinda artis oldugu
bildirilmistir.?®> Miks enfeksiyonlarda sekillenen patolojik bulgular, cogunlukla diger
enfeksiyon etkenlerine baglidir.??

2.3. Patogenez

Klinik olarak BVDV’un oral ve/veya nasal olarak bulagsmasindan sonra etken,
primer olarak oropharynx bolgesinde cogalmaya baslar.?* Primer viriis ¢ogalmasi,
virusun oral ya da nazal yol ile bulasmasindan sonra, enfeksiyonun giris yaptigi
bolgenin yakinindaki mukozalarda ve/veya bagirsak kript hiicrelerinde goriiliir.?®
Oronazal mukoza epitellerinde, primer ¢ogalma sonucunda mukozada tilser goriilebilir.
Etken daha sonra fagositik hiicreler tarafindan lenfoid dokulara tasmir.?® Viicudun
tamamina yayilmasi viremi neticesinde ortaya ¢ikar ve bu siire¢ boyunca birka¢ giin
depresyon, ates, ishal ve 16kopeni tablolari ile karsilasilabilir.?’

2.3.1. Akut Enfeksiyon

Akut vakalar, yasa bagli olmaksizin, seronegatif, immunokompetan duyarli
biiyiik ruminantlarin enfeksiyona ilk kez maruz kalmalari sonucunda goriiliir.?* Bu
vakalarda enfeksiyon genellikle nazal ve/veya oral olarak sekillenmektedir.2BVDV
once, tonsiller, lenf dokusu, nazal ya da orofarengeal dokularn mukozalarinda cogalir.?
Oro-nazal mukozanin epitellerinde siiratle replike olan viriis, mukozalarda tilserlere,
salya ve burun akitisia yol agar.?* Sistemde BVDV’un yayilmasi dolasim sistemi
yoluyla olabilecegi gibi, virusun kendisinin ya da enfekte hiicrelerin fagositler
araciligiyla periferdeki lenf dokularina gegisi de miimkiindiir. Baz1 suslarin virulensinin
yiiksek olmasi bu yayilmanin uzun siire devam etmesine sebep olsa bile, enfeksiyondan
itibaren 24 saat i¢inde viremi sekillenebilir ve 3 ila 10 giin boyunca kan ve nazal

akintilarda virus tespit edilebilir.?® 2430 BVDV un sisteme dagilmas siirecinde etkenin



lenfoid dokularin yan1 sira diger dokulara da niifuz etmesi miimkiindiir.*

2.3.2. Transplasental Enfeksiyon

Hayvanin gebe oldugu durumlarda sekillenen akut enfeksiyonlar agir sonuglara
yol agmaktadir. BVDYV, plasentay1 gecerek ve intrauterin enfeksiyonlara yol
acabilmektedir. Transplasental enfeksiyon, gebelikten 06nce kontamine semen
vasitasiyla, venereal olarak maruz kalinan akut enfeksiyonlar yoluyla, gebelik siireci
icinde annenin akut enfeksiyona yakalanmasiyla veya annenin persiste enfekte olmasi
neticesinde goriiliir.®

2.3.3. Persiste Enfeksiyon

Gebeligin ilk li¢ aylik doneminde immun sistemi heniiz gelismeyen fotus non-
sitopatojen BVDV ile enfekte oldugunda fotus antikor yanit gelistiremez, bu nedenle
bagisiklik sistemi gelistiginde de BVDV yabanci antijen olarak algilanmaz ve sonug
olarak Persiste enfekte (P1) yavrular ortaya gikar.'® 32 3 By yavrular dogumun hemen
sonrasinda ve kolostrum almadan incelenirse antikor negatif ve antijen pozitif olduklar
goriiliir. Maternal antikor almalar1 durumunda bile viicut salgilarinda BVDV bulunur.3*
Viicutlarindaki maternal antikor miktar1 azaldik¢a daha yiiksek titrede non-sitopatojen
BVDV sagarlar.!® % % P canlilar non-sitopatojen BVDV ile enfekte olduklarinda degil
fakat diger biyotiplerle enfekte olduklarinda immun yanit gelistirebilirler.3” PI
yavrularin dogum agirliklar1 saglikli olanlara gére daha diisiiktiir ve dogumdan sonra da
gelisimlerinde gerilik goriiliir.?

2.3.4. Mukozal Hastahk

Mucosal Disease, sadece non-sitopatojen BVDV ile persiste enfekte
hayvanlarda, antijenik olarak homolog sitopatojen susla siiperenfeksiyon

32

sekillenmesiyle gelismektedir.> MD vakalarinda iki biyotip arasindaki benzerlik

enfeksiyonun gelisimini belirler. Siiperenfeksiyonun gelisimi farkliliklar gosterebilir.



Horizontal olarak bulasan, homolog bir sitopatojen virus susunun yanisira, mutasyona
ugramis bir non-sitopatojen viriis da bu duruma yol agabilir. Bu mutasyon sonucunda
virusun antijenik yapisi degisime ugramasa da, sitopatojen viriisiin konakg1
organizmanin savunmasi tarafindan taninmadan replike olmasini saglar.®® Enfeksiyon
basladiktan sonra, virus tonsil epitel hiicrelerinde cogaldiktan sonra, bdlgesel lenf
yumrularina, peyer plaklarina, barsaklarda mukoza iliskili lenfoid dokuya ve akciger ya
da nazal lenf follikiillerine yayilmaktadir. Enfeksiyonun epitel dokuda sekillenmesi,
once lenfoid doku enfeksiyonunun gergeklesmesine baglidir ve bu dokularda olusan
lezyonlarin temelinde apoptotik hiicrelerin - 6liimiindeki artis rol alir. Barsak
mukozasinda enterositlerin enfekte olmas1 da bazolateral yiizeyden olmaktadir.?

2.4. Klinik Belirtiler

BVDV enfeksiyonu lokopeni, salivasyon, burun akintisi, oksiiriik, depresyon,
ishal, anoreksi ve iilserasyon ile Karakterizedir." 3 Subklinik ya da orta siddetli
enfeksiyonlarda 10-90. giinler arasinda gebe hayvanlarda abort gériilebilir.?

Inkubasyon siiresi 57 giin olan akut vakalarda morbidite yiiksek olmasina
ragmen mortalite diisiiktiir.>* Gebe olmayan hayvanlarm bir cogunda 8-24 aylik
donemde goriiliir ve enfeksiyon genellikle subklinik olarak seyreder. 3-8 aylik yavrular
maternal antikorlar tarafindan korunabilir fakat bu koruma kaybolduktan sonra
enfeksiyon ortaya ¢ikabillir. Genel semptom olarak hayvanlarda ates, 16kopeni ve
istahsizlik goriilebilir. Daha siddetli vakalarda, g6z ve burun akintisi, eroziv stomatitis,
diyare ve siit veriminde diisiis, akut enfeksiyonda ise ortaya ¢ikan l6kopeni sonucunda
diger enfeksiyonlara da duyarlilik ortaya ¢ikar.?°

Disilerde erken gebelik periyodunda annenin enfekte olmasi embriyonik 6liim ve
rezorbsiyona yol acar. Gebe hayvanlarin enfeksiyona maruz kalmalar1 halinde ortaya

cikan diger tablolar ise; abort3® 3" 40 fgtal mumifikasyon*, beyin ve goz lezyonlarr®,



intrauterin gelisim geriligi'® 3 37 ve persiste enfekte buzagi dogumlaridir®?. Enfeksiyon,
gebe hayvanlarda ¢ogunlukla semptomsuz veya hafif seyreder ve anne bagisik hale
gelir.?0

Persiste viremik buzagilar dogum agirliklar1 bakimindan normalden daha
diisiiktiir ve dogum sonrasinda ise biiyiime geriligi gosterirler.*? Gozlenen klinik
semptomlar, yiiksek ates, 16kopeni ve burun akintisidir.?* Persiste enfekte hayvanlar
immun sistemin baskilanmis olmasi nedeni ile baska enfeksiyon ajanlarina karsi1 daha
duyarlidirlar ve bunun sonucunda da MD gelisebilir.?°

Bovine Viral Diarrhea Virus enfeksiyonu, reprodiiktif agidan infetilite, abort ve
mastitis gibi problemlere yol agabilir.*® Solunum sistemi agisindan da bir patojen olarak
bilinen BVDV’nin yeni dogan hayvanlarda, akut tablolarda diyare meydana
getirebildigi yapilan galismalar neticesinde ortaya koyulmustur.?

Bovine Viral Diarrhea Virus saha sartlarinda, oOzellikle IBR, PI3, RSV ve
Pasteurella haemolytica etkenleri ile miks olarak karsimiza cikabillir. Ayrica bir¢ok
miks solunum sistemi enfeksiyonunda temel etkenin BVDV oldugu bildirilmektedir.?"
22

Bovine Viral Diarrhea Virus’un enterik olarak, Rotavirus, Coronavirus ve
Salmonella spp. gibi ve respiratorik olarak IBR, PI3, RSV ve Pasteurella spp. gibi
etkenlerle birlikte goriildiigii miks enfeksiyonlarda hastaligin seyri daha agirdir.??
Bunun disinda akut vakalardan sonra bakteriyemi olusumunun arttigi bildirilmistir.?®
Miks enfeksiyonlar sonucunda olusan patolojik tablolar genellikle diger ajanlara
baghdir.?

2.4.1. Makroskobik Bulgular

Bovine Viral Diarrhea Virus enfeksiyonlari genelde subkliniktir. Ozellikle 6

ayliktan biiyiik hayvanlarda bazen enfeksiyon ¢ok daha siddetli olarak gozlenir. ince



bagirsak serozasi ve mezenteriumda yogun kanamalar gozlenir.*

Burun akintisi, salya artisi, mukozalarda iilserler ve kript hiicrelerinde ve
bagirsak lenfoid dokularinda nekrozlar ortaya ¢ikar.?

Abomazumda kanama ve yaygin iilserler sekillenir. Ileum, kolon ve sekumda
hemorajik ve fokal iilserler sekillenir. Peyer plaklar1 nekrozludur. Mezenterik lenf
nodiillerinde dem ve buna bagl olarak siskinlikler vardir, hemorajiler meydana gelir.*®

Bagirsaklarda difteroid membranli iilserler goriiliir. Peyer plaklar1 yapisal olarak
hiperplastiktir ve yiizeylerinde Kitlesel nekrozlar, piht1 veya difteroid membranl: tlserler
vardir.Kraniyal ve servikal lenf diiglimleri biiylimiistir ve Kkesitleri 6demli ve
kanamalidir.*®

Gebelikte, enfeksiyonun sekillendigi doneme gore fotus rezorbsiyonu,
mumifikasyon, abortus, mikroensefali, serebellum hipoplazisi, hidraensefali, omurilikte
miyelinlesme, mikroftalmi, kas ve iskelet deformasyonlar1 ve intrauterin gelisim geriligi
gibi konjenital malformasyonlara neden olur.**

Gozlerde, katarakt, retina dejenerasyonu, atrofi, displazi ve optik noritis gibi
dejenerasyonlara yol acar.**

Subakut veya kronik vakalar, agiz lezyonlari ve diyare ile kendini gosterir.
Kronik hastalarda interdigital dermatitis, koronitis ve laminitis goriiliir. Makroskobide
ag1z mukozasi hiperemiktir ve istiinde ince, gri renkli katarakt olusur. Bu odaklarda
erozyon ve ilserler olusur ve genisler. Meme dokusu ve ¢evresinde de erozyon ve
iilserler olusur.*

2.4.2. Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik olarak, mukozalarda erozyon, nekroz, iilser, lamina propriyada
yogun hiicre infiltrasyonu ve hiperemi gériiliir.** 6 47 Enfeksiyonunu takiben dil ve
48

O0zafagus mukozasinda polimorfniikleer hiicre infiltrasyonu sekillenir. Ince



bagirsaklarda kript epitellerinin yikimlanmasi karakteristik lezyondur. Payer plaklarinda
nekroz, submukozal ve mezenterik arteriyollerde hyalin dejenerasyonu, fibrinoid
vaskiilitis ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar1 gorilmektedir. Baslangigta bu
infiltrasyon sinirhidir fakat daha sonra nétrofillerin de epitele infiltrasyonu baslar. Hiicre
infiltrasyonundaki yogunlasma ve hiperemi, lamina propria’daki erozyon ve iilserler
neticesinde ortaya ¢ikar.* 46 47

Damar lezyonlar1 bagirsaklarla sinirli degildir. Kalp, beyin ve adrenal
kortekslerde de bulunabilir.46-47

2.5. Teshis

Siirii kayitlarinda BVDV’nin ortaya ¢ikarabilecegi sorunlarin goriilmesi (MD,
infertilite, abort, dogum anomalileri) ve klinik bulgular akla BVD enfeksiyonunu
getirebilir.*® Teshis igin laboratuvar ¢alismalar1 énemlidir. Lenfoid organlarin biyopsi
ve nekropsisi, fotus dokulari, oral ve/veya nazal akintilar, siit, idrar ve gaita 6rneklerinin
calisiimast ve viral olarak da kan numuneleri énemlidir.> 5

Hastalarda BVDV’nin tespit edilmesi Peroksidaz Linked Antibody (PLA),%?
Direkt Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)®* % | Immunhistokimya,
Immunofloresan Test,>® ve Reverse Transcriptase Polimerase Chain Reaction (RT-
PCR)® testleri uygulanabilir.

Akut vakalarda virusun teshisi, enfeksiyondan itibaren 3. ila 8-10. giinler
arasinda alinan materyallerden saglanabilir. Hastalarin bazilarinda bu siirenin 2-3 giin
ile smirli olabilmesi virusun izolasyonunu giiglestirir.>! Virus, 16kosit fraksiyonundan,
mukoza ve burun svaplarindan ve kan serumundan da izole edilebilse de en uygun
materyal tam kandir.?

Virusu izole etmenin giicliigli ve her seferinde olumlu sonug¢ alinamamasi

yiiziinden, tim vakalarda serolojik teshis de kullanilmalidir.*® Serolojik teshis igin



kullanilan Virus Nétralizasyon Test (VNT)* 5 57 ve Notralizasyon Peroksidaz Linked
Antibody (NPLA)% % testlerinde BVDV spesifik antikor aranmasidir.

2.6. Tedavi ve Koruma

BVDV enfeksiyonunda temel hedef siiriniin virustan tamamen ari hale
getirilmesidir. Bunun i¢in, patogenezinin karmasikligi ve subklinik de seyredebildigi de
hatirlanarak laboratuvar testleri goz ardi edilmemelidir.?

Siiriiye as1 uygulamasi yapilmadan 6nce mutlaka antikor taramasi yapilmalidir.?
Intranasal olarak uygulanan canli asilar yeterli bagisiklik saglarlar.?® Ancak gebe
hayvanlara inaktif as1 kullanilmas1 nerilmektedir.®° Ciinkii erken donemdeki gebelerin,
canli agilarla asilanmasi, fotuslarda ve yavrularda sanki dogal enfeksiyon sekillenmis
gibi bozukluklara yol acabilir. % %2 Bunun disinda inaktif asilarin da tasiyici bireyler

icin sakincali oldugu unutulmamalidir.®

Hastalik olusturmadan yeterli bagisikligi
saglamalar1 nedeni ile buzagilardaki ilk as1 uygulamasi igin inaktif asilarin tercih
edilmesi gerekir.®3 64

Maternal bagisikligin yeterli olmas1 yavrularda 9 aya kadar koruma saglasa da,®
bu durum alinan maternal antikor titresi ve siitiin verilme sekline gore degisiklik
gosterir.® Virus viicuda oral olarak girdigi igin antikor titresinin yiiksek olmasi

enfeksiyonu 6nleyemeyecegi bildirilmistir.?® Bu nedenle ilk asilama zamanim dogru

tayin etmek onemlidir.?
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Calisma Materyali

Calisma materyalini 2015 Ekim-Aralik aylar1 arasinda mezbahada kesilen
hayvanlardan diizenli araliklarla, hayvanlarin ayni isletmeye ait olmamasina dikkat
edilerek ve 1k, cinsiyet, agirlik vb. ayrim yapilmadan alinan 100 adet sigira ait ileum
dokusu olusturdu.

3.2. Makroskobik Inceleme

Makroskobik incelemede herhangi bir patolojik bulgu gdstermeyen 100 adet
sigira ait ileum 6rnegi ¢alismada kullanildi.

3.3. Mikroskobik inceleme

3.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Y ontemi

Alnan ileum Ornekleri %10’luk formaldehit icerisinde tespit edildi. Dokular
tespit isleminden sonra ¢esme suyunda yikandi. Takip cihazindan (Shandon Citadel
2000) gegirilen dokular parafin bloklara alindi. Bloklardan 5 pm kalinliginda alinan
kesitler normal ve polilizinli lamlara alindi. Normal lamlara alinan kesitler
Hematoksilen- Eozin (H&E) ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler iizerine
entellan damlatilarak kapatildi. Histopatolojik olarak kesitler, nekrotik, dejeneratif ve
yangisal degisiklikler yoniinden 1s1k mikroskobunda (Olympus BX-51) incelendi ve
tipik histopatolojik bulgulara ait fotograflar alindu.

3.3.2. Iimmunohistokimyasal BoyamaYéntemi

Immunohistokimyasal boyama ile BVDV viral antijenlerinin varlig1 arastirildi.
Boyama; Streptavidin-Biotin Kompleks metoduna gore ilgili firmanin 6nerdigi sekilde
yapild1 (LSAB+ System- HRP, DAKO Carpinteria, USA). Bu amagla polilisinli lamlara
alinan 5 pm’ lik kesitler ksilol ve alkol serilerinden gecirildi. Kesitler Phospate Buffer

Solution (PBS) ile yikandiktan sonra %3’lik H202’de 10 dk. tutularak endojen
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peroksidaz inaktivasyonu saglandi. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak amaciyla
antijen retrieval soliisyonu ile mikrodalga firinda 2x5 dk 500 watt’ da muamele edildi.
PBS ile yikanan dokular Anti-BVD anti-serumu ( VMRD, Katalog no. 210-70-BVD) ile
37° C de 1/500 dilusyon oraninda 30 dk. siireyle inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonunda PBS ile yikanan dokular biyotinlenmis antikor ve Streptavidin-HRP’de 15’er
dk bekletildi. Kromojen olarak 3,3 diaminobenzidine (DAB) kullanildi. Yaklasik 2 dk
kromojende bekletilen kesitler saf su ile yikandiktan sonra Mayer’s Hematoksilen ile zit
boyama yapildi. Kesitler tizerine entellan damlatilarak 151k mikroskobunda BVDV viral
antijenleri var(+), yok (-) olarak incelendi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
BVDV pozitifligi konfirme edilmis parafin bloktaki akciger 6rnegi pozitif kontrol

olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. immunohistokimyasal Bulgular
Immunohistokimyasal olarak boyamasi yapilan 100 ileum 6rneginin 27’ sinde
(%27) BVDV viral antijenleri tespit edildi. Viral antijenlerin organa ait lokalizasyonu

Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. BVDV viral antijenlerinin yerlesim yerleri

Ornek Lamina Lamina Kript epitel Peyer
epitelyalis propria’daki  hiicrelerinde  plaklarindaki
mononiikleer lenfoid
hiicrelerde hiicrelerde

1 + + - -
2 - + - -
3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
6 + + - +
7 + + + +
8 + + + +
9 + + + +
10 + + - +
11 + + + +
12 + + - -
13 - + + +
14 + + + +
15 + + - +
16 + + - +
17 - + - -
18 + + + +
19 + + + +
20 - + - +
21 - + - +
22 - + - -
23 + + + +
24 + + - +
25 - + - -
26 + + + +
27 - + + +

Toplam 19 27 14 21
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Immunpozitif olarak tespit edilen &rneklerin tamaminda lamina propria’da
BVDV viral antijenleri tespit edildi. Belirlenen immunpozitiflikler, 19 6rnekte lamina
epitelyaliste (Sekil 4.1, 4.2), 27 6rnegin tamaminda lamina propriada, kriptler ile peyer
plaklar1 arasindaki yangisal hiicre infiltrasyonlarinda intrasitoplazmik yerlestigi tespit
edildi. (Sekil 4.3 - 4.6) Ayrica 14 ornekte kript epitellerinde BVDV immunpozitifligi
belirlendi. (Sekil 4.7, 4.8) 21 6rnekte ise peyer plaklarindaki lenfoid hiicrelerde BVDV

immunpozitifligi belirlendi. (Sekil 4.9, 4.10)

Sekil 4.1. Ileum, Lamina epitelyalis’ t¢ BVDV immunpozitifligi (ok basi), THK,
Bar:20pum.
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Sekil 4.2. fleum, Lamina epitelyalis’ t¢ BVDV immunpozitifligi (ok basi) , THK,

Bar:10pm.

-
e

1

\“

Lamina propria’da villuslara yakin bolgedeki yangisal hiicrelerde

Sekil 4.3. Ileum,

Bar:20pum.

5

[HK

BVDV immunpozitifligi (ok basi) ,
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Sekil 4.4. fleum, Lamina propria’da villuslara yakin bolgedeki yangisal hiicrelerde
BVDV immunpozitifligi (ok bas1) , IHK, Bar:20um.

Sekil 4.5. ileum, Lamina propria’da kriptler ile peyer plaklari arasindaki yangisal
hiicrelerde BVDV immunpozitifligi (ok bas1) , IHK, Bar:20um.
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Sekil 4.6. ileum, Lamina propria’da yangisal hiicrelerde BVDV immunpozitifligi (ok
basi1) , IHK, Bar:10um.

Sekil 4.7. lleum, Kript epitel hiicrelerinde BVDV immunpozitifligi (ok bas1) , THK,
Bar:20pum.
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Sekil 4.8. fleum, Kript epitel hiicrelerinde BVDV immunpozitifligi (ok basi) , IHK,
Bar:10pm.

Sekil 4.9. ileum, Peyer plaklarindaki lenfoid hiicrelerde BVDV immunpozitifligi (ok
bas1) , IHK, Bar:20pum.
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-

Sekil 4.10. ileum, Peyer plaklarindaki lenfoid hiicrelerde BVDV immunpozitifligi (ok
basi) , IHK, Bar:10um.

4.2. Histopatolojik Bulgular
BVDV viral antijenlerinin immunpozitif oldugu 27 6rnegin H&E ile yapilan

boyamasinda tespit edilen histopatolojik bulgular Tablo 4.2°de verildi.
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Tablo 4.2. BVDV pozitif orneklerin H&E boyamasinda goriilen histopatolojik bulgular

Ornek Kript Kript L.propria’da Hemoraji Peyer plaklarinda
epitellerinde epitelllerinde  yamsal hiicre deskuamasyon,
mitotik figiir  hiperplazi infiltrasyonu dejenerasyon ve

nekroz

1 + + + - -

2 + + + - -

3 + + + - +

4 + + + + +

5 + + + + +

6 + + + - +

7 + + + + +

8 + + + - -

9 + + + + +
10 + + + - +
11 + + + + -
12 + + + - +
13 + + + - -
14 + + + + +
15 + + + - +
16 + + + - -
17 + + + - -
18 + + + + +
19 + + + + +
20 + + + - -
21 + + + - -
22 + + + - -
23 + + + - +
24 + + + - +
25 + + + - -
26 + + + + +
27 + + + - +

Toplam 27 27 27 9 16
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BVDV viral antijenlerinin pozitif olarak tespit edildigi tim 6rneklerde kriptlerde
mitotik figiirler, kript epitel hiicrelerinde hiperplazi ve lamina propria’da agirlikli olarak
histiyositlerden olugan mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi (Sekil 4.11-
4.13). 27 pozitif 6rnegin 9’ unda lamina propria’da hemoraji, 16’sinda ise peyer

plaklarinda deskuamasyon, dejenerasyon ve nekroz goriildii (Sekil 4.14, 4.15).

Sekil 4.11. fleum, Kript epitellerinde mitotik figiir (ok bas1), H&E, Bar:20um.
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Sekil 4.13. fleum, Lamina propria’da mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (*) , H&E,
Bar:20pm.
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Sekil 4.14. fleum, Lamina propria’da hiperemi (ok bas1), hemoraji, H&E, Bar:20um.

Sekil 4.15. ileum, Peyer plaklarinda deskuamasyon, dejenerasyon ve nekroz (*) , H&E,
Bar:50pm.
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5. TARTISMA

Ozellikle sigirlar arasinda genis bir yayilim gosteren BVDV ile hayvanlarin
biiyiik bir cogunlugu yasamlarmin ilk yilinda etken ile karsilasmaktadir.® Ulkemizde
BVDV’un varlig ile ilgili olarak ¢esitli ¢alismalar yapilmis olup bunlar agirlikli olarak
serolojik 6zelliktedir.!® "2 Yapilan bu ¢alismalar neticesinde, Dogu ve Giineydogu
Anadolu Bolgesinde%96.8,1° Kuzeydogu Anadolu Bolgesinde %81.62,% Aydin
Yoresinde %86,%% Samsun, Sivas, Tokat illerini kapsayan bolgede %20.19,%° Mugla
yoresinde %49.9,"Y Konya ve cevresinde %90.63,’> Afyonkarahisar’da %84.6"
oranlarinda seropozitiflik bulundugu rapor edilmistir. Sunulan ¢alismada ise
immunohistokimyasal olarak sigirlarin ileumlarinda BVDV’un (100/27) %27 oraninda
bulundugu tespit edilmistir. Bu farkliligin 6nceki yapilan ¢alismalarin serolojik 6zellikte
olmasi ve kullanilan yontemlerin farkliligi ile iligkilendirilmistir.

Gebelikte BVDV’a maruz kalan fotus yasamaya devam ederse virusa karst bir
tolerans gelistigi ve dmiir boyu enfekte kaldig bildirilmistir. Boyle buzagilarda virusa
kars1 immun yanit olmamaktadir. Bu tiir hayvanlar etrafa siirekli virus sagabilmektedir.
Bu durum persiste tolerant enfeksiyon olarak tanimlanmis olup, siiriideki duyarl diger
sigirlara etkenin bulastirilmasinda énemli rol oynamaktadirlar.”® ™ Sunulan ¢alismada
pozitif olgularn tespit edildigi sigirlarin ince bagirsaklarinda herhangi bir makroskobik
lezyon gdstermemesi persiste enfeksiyon olabilecegini diislindiirmiistiir.

Etkenin teshisine yonelik olarak viriis izolasyonu, immunohistokimya gibi ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir.”"" Immuohistokimyasal yontemin ise viriis izolasyonuna
gbre daha hizli ve ekonomik bir ydntem oldugu bildirilmistir.”®° Baszler ve ark.
immunohistokimyasal yontemin, gaita ve taze dokuda virilis izolasyonuna gore teshiste
daha giivenilir bir yéntem oldugunu bildirmislerdir.%! Immunohistokimyasal ydntem

daha c¢ok persiste hayvanlari belirlemek i¢in deri biyopsisi Orneklerinde
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kullanilmistr.”’-°

Fakat bu yontemin persiste hayvanlar1 belirlemede yeterli
olamayacagi da diisiiniilmektedir. Ciinkii Libler-Tenorio, Ridpath ve Neill yaptiklar1 bir
calismada BVDV inokiile edilmis hayvanlarda etkeni lenfoid dokularda ve
bagirsaklarda tespit ederken, deride etkeni tespit edemediklerini bildirmislerdir.®
Immunohistokimyasal olarak yapilan onceki calismalarda, BVDV viral
antijenlerinin  bagirsagin  mukozasinda, kan damarlarinda, bag dokusunda,
histiyositlerinde, peyer plaklarinda, interfollikiiler alanlarinda, myositlerinde oldugu
bildirilmistir.?> 82 Wilhemsen ve ark. deneysel olarak saglikli yetiskin 8 sigira BVDV’
u vererek 5-12 giinler arasinda nekropsilerini yapmislar ve immunohistokimyasal olarak
antijenlerin dagilimini inceledikleri ¢alismalarda etkenlerin akciger, lenf yumrular1 gibi
organlara ilave olarak ileum ve kolondaki mononiikleer hiicrelerde intrasitoplazmik
olarak olarak bulundugunu tespit etmislerdir.®® Ellis ve ark. ise 35 giinliik buzagilara
BVDV vererek 10. giinden sonra nekropsilerin yapmislar ve bagirsaklardaki kan
damarlarinda ve peyer plaklarinda BVDV antijenlerine rastlamuslardir.®® Liebler-
Tenorio ve ark. yaslar1 3 hafta ile 3 ay arasinda degisen 13 buzagiya BVDV inokiile
ederek yaptiklari deneysel bir ¢aligmada persiste hayvanlarda makroskobik olarak
herhangi bir bulguya rastlamazken, BVDV ‘u immunohistokimyasal olarak bagirsagin
ileum kismindaki peyer plaklarinda, submukozada, kan damar endotellerinde,
interfollikiiler alanlarda, myositlerde, lamina proparia’daki mononiikleer hiicrelerde ve
epitel hiicrelerinde tespit etmislerdir.%? Sunulan ¢alismada da benzer sekilde BVDV
immunpozitif olarak tespit edilen drneklerde viral antijenlere 27 6rnegin tamaminda
lamina propria’da, 21’inde peyer plaklarindaki lenfoid hiicrelerde, 19° unda lamina
epitelyalis’ te, 14’ linde ise kript epitel hiicrelerinde rastlanmistir. Sunulan ¢alismada,
daha onceki galismalardan farkli olarak, viral antijenlerin kan damar endotellerinde

tespit edilememesi ise, onceki ¢alismalarin daha ¢ok deneysel ve kisa siireli olmasi ve
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viral antijen miktarinin fazlaligi ile ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Wilhemsen ve ark. bagirsaklarda histopatolojik olarak kriptlerde abse, ince ve
kalin bagirsagin lamina propria’sinda hafif diizeyde eozinofil infiltrasyonlari, tunika
muskulariste 6dem,® Ellis ve ark. ise peyer plaklarinda yikimlanma ve kriptlerde hafif
diizeyde yangi tespit etmislerdir.®® Liebler-Tenorio ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismada
6., 9. ve 13. gilinde nekropsileri yapilan buzagilarin peyer plaklarininda i¢inde oldugu
bir ¢ok lenfoid dokuda yikimlanma oldugunu ve az miktardaki lenfoid dokuda mitotik
figiirlerin goriildiigiinii, persiste hayvanlarda ise herhangi bir bulguya rastlanmadigini
tespit etmislerdir.®2 Ohmann ise persiste hayvanlarda da lenfoid dokularda lokal ve hafif
bir yikimlanmanin oldugunu bildirmislerdir.?® Sunulan calismada ise BVDV viral
antijenlerinin pozitif olarak tespit edildigi tiim Orneklerde kriptlerde mitotik figiirler,
kript epitel hiicrelerinde hiperplazi ve lamina propria’da agirlikli olarak histiyositlerden
olusan mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, 16’ sinda peyer plaklarinda deskuamasyon,
dejenerasyon ve nekroz, 9’ unda ise lamina propria’da hemoraji tespit edilmistir. Bu
farklilik viral antijen miktar1 ya da BVDYV ile birlikte bagka bir etkenin miks olabilme
durumunu diisiindiirmektedir.

Sonug olarak; BVDV’un immunohistokimyasal olarak teshisine yonelik Erzurum
ve yoresinde daha Once epidemiyolojik bir calisma yapilmamistir. Bu calisma ile
Erzurum ve yoresinde sigirlarda %27 oraninda BVDV immunpozitifligi bulunmus ve

sig1r yetistiriciligi agisindan dnemli bir etiyolojik ajan oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan c¢alisma neticesinde BVD’nin Erzurum yoresinde de yaygin olarak
gorilen bir enfeksiyon oldugu ortaya konulmustur.

BVD ile ilgili olarak iilkemizde daha once de calismalar yapilmistir. Bu
calismalarda ¢ogunlukla serolojik yontemler kullanilmis olup, hayvanlara uygulanan
canli ve inaktif asilarin serolojik degerleri etkilemesi neticesinde seropozitiflik
degerlerinin daha yiiksek ¢iktig1 diisliniilmiistiir. Ancak sunulan calismada
immunohistokimyasal yontem tercih edilmistir. Bu sayede etkenin doku diizeyinde
varlig1 ve lokalizasyonu belirlenmistir.

Bulgularimiza gére BVD’nin subklinik olarak hayvanlarda 6nemli bir etken
oldugu, hastaliga karst korumada bu durumun goézardi edilmemesi gerektigi ve buna

yonelik tedbirler alinmasinin siirii saglig1 agisindan dnemli oldugu diisiiniilmiistiir.
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