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OZET

Sigir Pnomonilerinde Bovine Herpesvirus Tip-1 ’ in varhgmin immunohistokimya,
Immunofloresans ve ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) Yontemleri ile
Arastirillmasi ve Patolojik Bulgular

Amag: Bu calismada Erzurum ilinde faaliyet gosteren mezbahalarda kesimi yapilan
sigirlara ait akciger Orneklerinde Bovine Herpesvirus I etkeninin immunohistokimyasal,
immunfloresan boyama yontemleri ve Antijen ELISA testi ile varligi ve yayginhiginin
saptanmas1 amaclanmistir. Ayrica kullanilan bu 3 metodun istatistiksel olarak karsilagtirilmasi

yapilarak laboratuvar ve saha sartlarinda kullanilabilirlikleri degerlendirilmistir.

Materyal ve Metot: Yapilan ¢alismada toplam 1023 sigir kesimi izlendi. Makroskobik
olarak pnomoni gozlenen 120 adet (%11.73) akciger toplandi. Toplanan dokularin rutin
histopatolojik, immunohistokimyasal ve immunofloresan boyamalar1 Atatiirk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim dali laboratuvarinda, Antijen ELISA testi ise Viroloji

Anabilim dali laboratuvarinda gerceklestirildi.

Bulgular: Makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonucunda akcigerde gozlenen
pnémoniler; bronkopnémoni ( Kataral-irinli, Fibrinli) , intersitisyel pndmoni, embolik
pndmoni, granulomatéz pnomoniler olarak smiflandirildi. Sunulan ¢alismada % 6.7 kataral-
irinli bronkopnémoniye, % 5 fibrinli bronkopnomoniye, % 84.1 intersitisyel pndmoniye, %4.2
granulomatdz pndmoniye rastlanmis, embolik pndémoni ise gdzlenmemistir. Yapilan IHC, IF
ve antijen ELISA yontemlerine gére BoHV-1 pozitifligine sirastyla %48.33, %50.83 ve %29.9
oranlarinda rastlandi. THC ve IF yontemlerinde pozitifliklere c¢ogunlukla alveolar
makrofajlarda, brons, bronsiyol ve alveol epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, brons ve

bronsiyol ¢evresinde, intersitisyel alanda, eksudattaki yangi hiicrelerinde rastlanmistir.

[statistiksel olarak IHC ve antijen ELISA’nin diagnostik agidan IF’den farkli oldugu,
ancak THC’nin antijen ELISA’ya kiyasla laboratuvar ve saha sartlarinda daha giivenilir bir

yontem oldugu belirlenmistir.

Sonug¢: Elde edilen bulgular degerlendirildiginde sigir pnomonilerinde BoHV-1’in
yaygin bir sekilde gozlendigi, solunum sistemi hastalik kompleksi i¢inde 6nemli bir yere sahip

oldugu cesitli teshis metodlari ile ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Antijen ELISA, BoHV-1, immunohistokimya, immunofloresan,

pnémont,



ABSTRACT

Investigation of Presence of Bovine Herpesvirus Type-1 in Bovine Pneumonia with
Immunohistochemistry, Immunofluorescence and ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) Methods and Pathological Findings

Aim: In this study was aimed to determine of the presence and the prevalence of Bovine
Herpesvirus | with immunohistochemical, immunofluorescent staining methods and Antigen
ELISA test in lung samples of cattle cut in slaughter in Erzurum province. In addition, these
three methods were compared statistically and their usability was evaluated in laboratory and
on field conditions.

Material and Method: A total of 1023 cattle cuts were observed in this study.
Macroscopically, 120 lungs (%11.73) observed pneumonia were collected. Routine
histopathological staining, immunohistochemical and immunofluorescent staining of the
collected tissues were carried out in Atatirk University Veterinary Faculty Pathology

Department. Antigen ELISA test was carried out in Virology laboratory too.

Findings: As a result of macroscopic and microscopic examinations, pneumonia
observed in lungs were classified as bronchopneumonia (Catarrhal-Suppurative, Fibrinous),
interstitial pneumonia, embolic pneumonia, granulomatous pneumonia. In the present study,
6.7% catarrhal-suppurative bronchopneumonia, 5% fibrinous bronchopneumonia, 84.1%
interstitial pneumonia, 4.2% granulomatous pneumonia were encountered, embolic pneumonia
was not observed. According to IHC, IF and antigen ELISA methods, BoHV-1 positivity was
found in 48.33%, 50.83% and 29.9%, respectively. Pozitivities were mostly encountered in the
alveolar macrophages, in the cytoplasm of bronchial, bronchiol and alveolar epithelial cells,
around bronchial and bronchiolal, in interstitial area, exudative inflammatory cells in IHC and
IF methods.

Statistically, IHC and antigen ELISA were different from IF in terms of diagnosis, but

as compared to antigen ELISA , IHC is more reliable method in laboratory and field conditions.

Result: When the findings are evaluated, various diagnostic methods have been shown
that BoHV-1 is commonly observed in bovine pneumonia and has an important place in

respiratory system disease complex.

Key words: Antigen ELISA, BoHV-1, Immunohistochemistry, Immunofluorescence,

Pneumonia
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi
ORF-E: Ac¢ik Okuma Cercevesi-E
BALT : Bronsiyo Alveolar Lenfoid Doku
BoHV-1: Bovine Herpesvirus-1
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
HRP: Horseradish peroxidase
IBR: Infeksiydz bovine rhinotracheitis
IHC: immunohistokimya
IF: immunofloresan
IPV: Sigirlarda enfeksiydz piistiiler vulvovaginitis
IPB:Enfeksiyoz piistiiler balanopostitise
LR: Latentlikle ilgili genler
PBS: Phosphate buffer saline
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
ROC: Receiver Operating Characteristic
OD: Optik Dansite
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1. GIRIS

Sigirlarda  solunum sistemi hastalik kompleksi, diinyadaki tim sigir
populasyonunu etkileyen énemli saglik problemlerinden biridir.} Bu hastalik kompleksi
sigirlarda 6onemli oranda et ve siit iiretiminde kayiplara neden olmaktadir. Tedavi ve
onlemeye yonelik yapilan masraflara ek olarak ¢ogu zaman siiriide 6liimlerin goriilmesi
de diger ekonomik kayiplar1 olusturmaktadir. 3% ®9 Sigirlarda solunum sistemi hastalik
kompleksi stres, konak¢inin savunma sistemi, beslenme ile hastaligi yapici etkenin
patojenitesi ve patojene maruz kalma olasiligini artiran ¢evresel faktorlere bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir.l%*® Bu kompleksin olusmasinda primer olarak solunum sisteminde
yikima yol agan viral etkenler, sekonder olarak ise bakteriyel etkenler ile mikoplazmal
enfeksiyonlar rol oynamaktadir. 134 1315 Ozellikle solunum sistemi hastaliklar1 buzagilar
tizerinde etkili olmaktadir. Yapilan arastirmalarda solunum sistemi hastaliklarinin siit
emen buzagilarda % 24.5, siitten kesilmis buzagilarda ise % 44.8 oraninda 6liime neden
oldugu bildirilmektedir.!*

Sigirlarda solunum sisteminde hastalik olusturan viral etkenler  Bovine
Herpesvirus-1 (BoHV-1), Bovine Coronavirus (BoCV), Bovine Respiratory Syncytial
Virus (BRSV), Bovine Viral Diarrhoea Virus (BVDV), Parainfluenza-3 Virus (PI3V),
Bovine Adenovirus, Bovine Enterovirus-1, -2, -3, Bovine Rhinovirus -1 ve -2 dir.}4 16.17
Sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinda, akcigerlerinden bir¢ok bakteri tiirii de izole
edilmektedir. Besi sigirlart ve erigkin sigirlarda Mannheimia (Pasteurella) haemolytica
en Oonemli bakteriyel patojen etken olarak bilinmektedir. Pasteurella multocida ve
Hemophilus somnusun ise bu etkenin veya viral etkenlerin olusturdugu enfeksiyonlara
eslik ettigi kaydedilmektedir. Geng hayvanlarda bu etkenlerin hepsi pnémoniye neden
olsa da ozellikle Mycoplasma spp.’nin daha ciddi enfeksiyon olusturdugu

bildirilmektedir. 311151718 phsmonili akcigerlerden Streptococcus spp., Staphylococcus



spp., Pseudomonas aeruginosa ve Chlamydia spp. gibi diger bakteri tiirlerinin de daha az
izole edildigi kaydedilmektedir. 1 17-20

Bovine herpesvirus-1 etkeni sigirlarda enfeksiyoz sigir rinotrakeitis gibi solunum
sistemi enfeksiyonu, Pustuler vulvovajinitis - balanopostitis gibi genital hastaliklarin
yanisira konjuktivitis, ensefalitis, abort, fotusta multisistemik enfeksiyonlara da neden
olmaktadir.® 4 162124 Etkenin morbidite oran1 yiiksek, mortalite orani ise diisiiktiir. Geng
hayvanlarda generalize enfeksiyon olusturan BoHV-1 etkeni, yetiskinlerde ¢ogunlukla
subklinik enfeksiyon seklinde seyretmektedir. BoHV-1, Diinya’da ve Tiirkiye’de olduk¢a
yaygin bir enfeksiyon olusturma potansiyeline sahiptir. Diinya’da seroprevalans iizerine
yapilan calismalarda Afrika’da % 14-86242°, Cin’de % 362°, ingiltere’de % 43%’ oraninda
pozitiflige rastlanmistir. Tiirkiye’de BoHV-1’in yayginlig1 iizerine yapilan ¢alismalarda
%20 - %74 arasinda degisen seropozitiflik gdzlenmistir, 233
Bu calismada, Erzurum ilinde sigir pndmonilerinin insidansi’nin belirlenmesi ve

BoHV-1" in varhigmin immunohistokimya (IHC), immunofloresan (IF) ve Antijen

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemleriyle tespiti amaglanmaistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Pnomoniler

Pnémoni, akcigerlerin yangisidir.* 34 % Bu yang tablosuna neden olan viriis,
bakteri, parazit gibi enfeksiyoz etkenler ile yakici-irkiltici gazlar gibi non-enfeksiyoz
etkenler akcigerlere acrojen veya hematojen yolla ulasirlar. * # % Burun boslugunun
anatomik yapisi, mukus tabakasi, fagositik savunma mekanizmalar1 gibi solunum
sisteminin savunma sistemi tarafindan bu etkenlerin elimine edilerek akcigere ulagsmasi
ya da akcigerde kalmasi engellenerek pndmoni olusumu &nlenir.® 4 % Zararli ajan
alveollere ulagmis ise farkli bir savunma mekanizmasi faaliyete geger. Alveoller silyumlu
ve mukus iireten hiicrelerden yoksun oldugu igin akcigere ulasan etkenlere karst yanit
kandan gelen monositler ve intersitisyumdaki alveolar makrofajlar tarafindan saglanir.*
% Akcigerde makrofajlara doniisen monositler ve alveolar makrofajlar tarafindan
bakteriler, parazitler ve diger yabanci maddeler lizozomlardaki enzimler ile fagosite
edilmeye c¢alisihr. Ancak bazi hiicre i¢i yerlesen bakterilere (Mycobacterium
tuberculosis, Listeria monocytogenes, Brucella abortus, bazi1 Salmonella tiirleri ) kars1 bu
sistem etkili degildir.> % %

Pnomonilerin siniflandirilmasi veteriner patolojide tartisilan konulardan biridir.
Bu yaklagimlara bakildiginda bazi arastirmacilar yanginin siiresine gére (akut, subakut,
kronik), bazilar1 yanginin tipine gore eksudatif (kataral, fibrinli, suppuratif, hemorajik)
ve proliferatif pnomoniler olarak, bazilar1 ise yanginin yayilis yerine (bronkopndmoni,
lober pnémoni ve intersitisyel pnomoni) gére smiflandirma yapmuslardir.® 3 3 Yine
diger bir yaklasimda ise evcil hayvanlarda pndmoniler eksudat, dagilim, goriiniim ve
yapisina gore morfolojik olarak 4’e ayrilmistir. Bunlar bronkopndmoni, intersitisyel

pnémoni, embolik pnémoni ve granulamatdz pnémoni olarak siiflandiriimigtir. 4



2.1.1. Bronkopnomoni

Bronkopnomoniye neden olan etiyoloji kompleks olup bazi olgularda viral bir
hastaligin primer nedeni olurken bazi olgularda dogrudan bakteriyel veya mantar
etkenleri de hastalik olusturabilmektedir.® 3" Evcil hayvanlarda bronkopnémoniler
cogunlukla akcigerlerin kraniyoventral/medial loblarinda sekillenir.®> * 3 Bu tip
pnémonilerin akcigerin kraniyoventral bolgelerini tercih etmesine neden olarak yer
¢ekiminin etkisine bagli eksudatin ventral bolgede birikmesi ile bu bolgede etkenlerin
daha fazla birikimi, azalan perflizyon, hava kanallarinin kisalig1 veya azlig1 neden olarak
gosterilmektedir.® 4 3

Bronkopndmonide eksudatta nétrofil yayginsa irinli, fibrinden zenginse fibrindz
bronkopndmoni olarak isimlendirme yapilmaktadir.* Irinli bronkopndmoniler akcigerin
kraniyoventral bolgesinde konsolidasyonla seyreden, piyojenik mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilen ve akciger parankiminde yogun irinlesme ile karakterize
olan pnémonilerdir.® * 3% 37 Makroskobik olarak saglikli ve enfeksiyondan etkilenen
bolgeler birbiriyle karistigindan satrang tahtasi gdriiniimii olusur.* Eksudat grimsi-sari
renkte olup yagh bir goriiniime sahiptir.*® Mikroskobik olarak brons, bronsiyol ve alveol
limenleri yogun nétrofil 16kosit, epitel dokiintiisii ve alveolar makrofajlardan olusan bir
eksudat ile doludur. 343

Fibrinéz bronkopnomoniler, eksudat i¢inde bolca fibrin bulunmasi ile irinli
bronkopnémonilerden ayrilir.* Bu tip pnomoniler genellikle kraniyoventral yerlesimli
olup akciger lobunun tamamini veya biiyiik bir kismi ile birlikte pldray: da etkilemistir.*
%8 Bundan dolay1 pléropnomoni adi da verilmektedir.* Bazi hastaliklarda 6rn: Pasteurella
spp. gibi gram negatif bakterilerin neden oldugu bronkopnémoni olgularinda etkenin
toksinine baghi olarak akcigerde nekrozda = sekillenebilmektedir.®  Fibrinli

bronkopnémoniler 4 doneme ayrilir. Bunlar yangisal hiperemi, kirmizi ve gri



hepatizasyon ve lizis dénemleridir. Sigirlarda lizis donemi sekillenmediginden hastalik
organizasyon ile sonuglanir.’ Tlk dénem siddetli konjesyon ve hemoraji ile karakterize
yangisal hiperemi donemi olup akcigerin etkilenen boliimleri voliimiinéz, koyu kirmizi
ve nispeten sert bir yapiya sahip olup kesit yiiziinden gri kirmizi renkte siv1 sizar.* 3/
Birkag saat sonra fibrinin plorada toplanmasi sonucu buzlu cam goriiniimiinde kirmizi
koyu yapilar ile birlikte gogiis boslugunda sar1 renkli stv1 birikir.* Kesit yiizeyi diizdiir ve
konsolide alanlardan gri kirmizi renkli s1vi sizar.® 37 Mikroskobik olarak akciger oldukca
dilate ve kanla doludur. Alveollerde tek tiik eritrosit ve dokiilmiis epitel hiicreleri
gdzlenir.3” Kirmiz1 hepatizasyon doneminde akciger lobu voliimiindz, koyu kirmizi ve
sert yapida, kesit yiizeyi kuru, gri-kahve renkte, ince graniillii yapidadir.® % 3" Gri
hepatizasyon doneminde akciger yine hacimli, sert kivamli ve kesit yiizii kurudur.
Etkilenen bolgede 16kositlerin artmasina ve eksudatin alveol kapillarina yaptigi basing
sonucu akcigerler gri renkte goriiliir. Mikroskobik olarak alveoller 16kosit ve dokiilmiis
alveol epitelleri ile doludur.* Peribronsiyal ve interlobular konnektif doku yangisal
odemden dolayr genislemis ve yogun fibrin icermektedir.®” 3 Lizis doénemi evcil
hayvanlarda seyrek goriilmektedir. Mikroskobik olarak lizis doneminde 16kositlerin
proteolitik enzim aktivitesi ile fibrin parcalanir ve lenf damarlar ile uzaklastirilir.*
Sigirlarda bu dénemin yerine daha ¢ok organizasyon sekillenir.* 3° Organizasyon
doneminde akciger et kivami halinde gozlenir. Fibrinli icerik proteolitik enzimlerle
eritilemez ve lenf damarlarindaki meydana gelen trombozlardan dolay1 rezorbe edilemez.

Bundan dolay alveollerde bu eksudat hiyalinlesir ve fibrozis ile organizasyon meydana

gelir. 43°



2.1.2. Intersitisyel Pnémoni

Bu tip pndmonilerin genel makroskobik incelemede teshisi zordur. En 6nemli
mikroskobik bulgusu interalveolar septumlarda kalinlasma ve alveol liimenlerinin bos
olmasidir. Ayrica hiyalin membran olusumu, tip II pndomosit proliferasyonu ve
intersitisyel fibrozis sekillenebilir.> # Intersitisyel pnémonilerin patogenezi karisik olup
alveolar epitelin direk aerojen yolla zarar gormesi ya da alveolar kapillar endotelin veya
alveolar bazal membranin hematojen Yyolla etkilenmesi hastalik olusturabilmektedir.
Toksik gazlarin (amonyak) solunum yolu ile alinmasi ve pndmotropik viruslar (influenza,
enfeksiy6z sigir rinotrakeitis (IBR), kopek genclik hastaligi) hastaligin olusmasinda
etkili olan en 6nemli birkag faktorden biridir. Ayrica septisemiler sirasinda vaskuler
endotelin zedelenmesi, mikroembolizmdeki yaygin damarigi pihtilagsmalar, paraziter
larva gégleri (ascaris suum), 3 metilindol gibi toksik metabolitlerin sindirim sisteminden
absorbe edilmesi, alveolar kapillardan serbest radikallerin salinimi1 ve endoteliotropik
viral enfeksiyonlar (kopek genglik hastaligi, klasik domuz atesli hastaligi) hastaligin
patogenezinde rol oynamaktadir.*

Akut veya kronik intersitisyel pnomonide makroskobik olarak akcigerin
tamanminda veya bazen dorsokaudal bolgesinde sekillenmektedir.® 4 3% 3% Gogiis boslugu
acildiginda akcigerler sonmemis, siskin, solgun renkte, 6demli, lastik ya da siingerimsi
kivamdadir.® *® 3 Cogu olguda akcigerin plorasi iizerinde kaburga izlerine rastlanir ve
sekonder etkenlerle kontamine olmadik¢a hava yollarinda eksudat bulunmaz.®

Mikroskobik incelemede; akut eksudatif asamada alveollerde proteinden zengin
6dem sivisi, fibrin eksudasyonu, amfizem, alveolar duvarda konjesyon, intersitisyumda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve tip Il pnémositlerde hiperplazi gozlenir.>* %% 39 Fakat
en karakteristik bulgu hiyalin membran varligidir.® % Bronslarin gevresi ise mononiikleer

hiicrelerin yogun oldugu hiicrelerle bir manset gibi ¢evrilidir. Bu yap1 peribronsiyolar



lenfoid hiperplazi olarak adlandirilir.> % *® Bazi viral ve mikoplazma enfeksiyonlarinda
yangi intersitisyel bolgeden brons, bronsiyol ve alveollere yayilabilmektedir. Bu tip
pnomoniler hem bronkopnomoni hem de intersitisyel pndmoninin makroskobik ve
mikroskobik bulgularim1  tasidiklar1 i¢in bronkointersitisyel pndmoni olarak da
adlandirilmaktadir. * 38

2.1.3. Embolik Pnémoni

Embolik pnémoni, pnémonilerin 6zel bir tipi olup ¢ogunlukla dolasimdaki bakteri
ya da parazitler tarafindan meydana getirilir> % % Embolik pnomoni biitiin akciger
loplarina ya da akcigerin herhangi bir lobunun tamamina gelisigiizel dagilan tekli ya da
coklu lezyonlarla karakterizedir.* % Bu lezyonlar 1-10 mm boyutunda etrafi kirmizi
hemorajik bir kusakla gevrili beyaz odaklar seklindedir. Emboli ¢ok biiyiik sayilara ve
alana ulasmadikea fibrinolizis ile ¢oziiniir ve uzaklastirilir.* Eger biiyiik bir alana etki
ederse solunum yetmezligine bagh oliimlere yol agabilir.®® Embolik pndmoni ile
karsilasildiginda septik embolinin kaynaginin belirlenmesi i¢in dikkatli postmortem
degerlendirmeye ihtiyag duyulmaktadir. * Sigirlarda en yaygin nedeni hepatik apselerin
rupturu sonucu sekillenen vena kava kaudalisn septik trombozudur.® * ¥ Yine
hayvanlardaki omfaloflebitler, kronik bakteriyel deri ve ayak hastaliklari, enfekte juguler
kateter uygulamalar1 embolik pndmoniye neden olabilir.*

2.1.4. Graniillomat6z Pnomoni

Grantilomatdz pndmoni makrofajlar tarafindan fagositoz ile elimine edilemeyen
patojenler, patojenlerin iiriinleri ve yabanci partikiillere kars1 olusan pnémonilerin 6zel
bir seklidir.* 4° Histoplasmosis (Histoplasma capsulatum), Blastomycosis (Blastomyces
dermatitidis), = Coccidioidomycosis  (Coccidioides  immitis),  Cryptococcosis
(Cryptococcus neoformans) gibi mantar enfeksiyonlart ile Mycobacterium spp.,

Actinobacillus, Actinomyces spp. ve Nocardia spp. bakterileri bu tip pnémonilere neden



olmaktadir.® % 340 Yangida makrofajla birlikte, lenfosit, az sayida notrofil ve bazen dev
hiicrelerine rastlanir.* Graniilamatdz pnomonilerde akciger parankimindeki travma ya da
yabanci cisim lokal bir yikim sekillendirerek sistemik immun yetersizlige sebep olabilir.®
35

Graniilamatéz pnomoniler kazedz ya da kazedz olmayan lezyonlarin akcigere
yayillmasiyla karakterizedir. Palpasyonda iyi sinirlandirilmig, sert kivamli, degisik
biiyiikliikte kalsifikasyon odaklar1 bulunabilir. Postpartum incelemede neoplazmalar ile
karistirilabilir. Mikroskobik incelemede akcigerdeki granulomlarda ortada nekrotik alan
ve bu alanin ¢evresinin makrofajlar, dev hiicreleri, en dista ise lenfositler, plazma

hiicreleri, bag doku ile kusatildig1 goriiliir.*



2.2. Bovine Herpesvirus |

2.2.1. Etiyoloji

Bovine Herpesvirus-1, Herpesviridae familyasi, Alphaherpesvirinae alt
familyasindaki Varicellovirus genusuna ait bir viriistiir.***® Etken yaklasik 70 protein
tarafindan kodlanan ¢ift zincirli DNA’dan olusan viral bir genoma sahiptir.?> BoHV-1
genomu bir kapsid, bir tegliment ve bir zarla ¢evrilidir. Tegliment en kompleks yapidir
ve yapisi hala anlasilamamistir. Teglimentteki proteinler enfeksiyon sirasinda hiicre igi
ile ilk temasa giren ve ilk salinan proteinlerdir. Viral glikoproteinler virionun tizerindeki

zarda yerlesiktir. Bu proteinler patogenez ve bagisiklikta dnemli rol oynamaktadir.*

Sekil.1. Herpesvirusun Yapisi #°

Genomik analizler ve viral peptid yapilar1 baz alindigi zaman BoHV-1 birkag alt
tipe ayrllrnak‘[adlr.24 Bunlar; BoHV-1.1, BoHV-1.2 ve BoHV-1.3’dir. BoHV-1.1
solunum sistemindeki enfeksiyonlardan, BoHV-1.2 genital enfeksiyonlardan
sorumludur.?? 2446 BoHV-1.3 ise giiniimiizde BoHV-5 olarak bilinir ve genellikle 8 aylik
sigirlarda nonpurulent meningoensefalitisle seyreden bir hastalik tablosu olusturur.*® 47

BoHV-1.2, BoHV-1.2a ve BoHV-1.2b alt tiplerine ayrilir. BoHV-1.1 ve BoHV-1.2a en

patojenik tiirler olarak kabul edilip sirasiyla solunum enfeksiyonlarina ve abortlara yol



acmaktadirlar. BoHV-1.2b ise diger tiirlere gore daha hafif bir patogeneze sahip olup disi
sigirlarda enfeksiyoz piistiller vulvovaginitis (IPV), erkek sigirlarda ise enfeksiyoz
piistiiler balanopostitise (IPB) neden olur.*® 4°

BoHV-1 cevresel sartlara oldukc¢a direnglidir. Virusun inaktivasyonu sicaklik, pH,
151k, nem gibi ¢esitli faktorlere baglhidir. Etken 4 °C’de 1 ay boyunca aktif kalabilir.
BoHV-1 56 °C’de 21 dakika, 37 °C’de 10 giin, 22 °C’de 50 giin i¢erisinde inaktive
olmaktadir.®® Yemlerde 30 giinden daha fazla hayatta kalabilmektedir. Virus zarfl1 bir
yaptya sahip oldugu icin kloroform, aseton ve eter gibi organik coziicililere duyarlidir.
Viriis %S5 lik formalin soliisyonunda 1 dakikada inaktive olmaktadir.>!

2.2.2. Tarihge

BoHV-1 tarafindan olusturulan hastaliklar ilk olarak 1841 yilinda Almanya’da
Biichner ve Trommsdorf tarafindan ‘Bldschenausschlag’ (koital vezikiiler ekzantem)
olarak tanimlanmistir. Reisinger ve Reimann 1928 yilinda hastaligin viral bir etiyolojisi
oldugunu bildirmislerdir.?% 2* 52 Hastalik 1950°’ye kadar disi s1g1r ve diivelerde enfeksiyoz
pistiiler vulvovajinitis, bogalarda ise enfeksiyéz piistiiler balanopostitis olarak
tanimlanmistir. Ancak 1954 yilinda ABD’nin California bodlgesinde siit sigirlarinda
yiiksek atesle seyreden ( 38.9-42.2 °C), 24-48 saat icerisinde siitte azalma, burundan 6nce
mukoz daha sonra mukopurulent bir akintinin geldigi yeni bir klinik durum gézlenmistir.
Etkilenen hayvanlarda %3’liikk bir mortalite ve %7.6’lik bir morbidite orani saptanmas,
6len hayvanlarin postmortem incelenmesinde siddetli hemorajik trakeitis ve bronsitis
gozlenmistir. Bu durumun viral bir etiyolojisi oldugu diisiiniilerek rapor yazilmistir. Bu
rapor giiniimiizde de IBR olarak adlandirilan hastaligin ilk bildirisi olarak kabul

edilmektedir.>?
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2.2.3. Epidemiyoloji

Bovine Herpesvirus-1 tiim diinyadaki sigir populasyonunu etkilemektedir.
Hastalik Avustralya, Yeni Zellanda, Kanada, ABD, Zaire, italya, Belgika, Hindistan ve
Tiirkiye’de yiiksek prevalans oranlarinda seyretmektedir.?% %" Buna karsin baz1 Avrupa
iilkelerinde hastalikla miicadele i¢in yapilan eradikasyon programlarinin basariya
ulasmas1 sonucu Avusturya, Danimarka, Finlandiya, Isve¢ ve Isvigre gibi iilkeler
hastaliktan ari iilkeler olarak adlandirilmaktadir.* >3

BoHV-1 ya primer enfeksiyonun akut asamasindaki hayvanlarin ya da latent
enfekte hayvanlarin siiriiye katilmasi ile saglikli hayvanlara bulasir.>® Enfeksiyon enfekte
bogalarin semeni veya tasiyict hayvanlarin enfekte embriyolarindan bulasabilir. Viriis
stiriiye girdikten kisa bir siire sonra enfekte hayvanlarin solunum, géz, burun akintilari ve
genital akintilar ile hayvanlar arasinda bulasmaya neden olmaktadir. Enfeksiyonun
yayilmasinda kontamine materyal ile yetistirme bolgesine giren insanlar indirekt bulasma

kaynagi olarak rol oynamaktadir.?t 53 58 5

BoHWV-1 yabani tip

=

Semen s + ® cohbrivo transferi

Dogum
Seronegatif buzagilar P
Saghikh tasiyic

(BHV-1 latentligi

-
BHWV-1 reaktivasyon

Semptomlar ve hastahklar
viral sacilim

Saruaye yeni enfekte hayvan girisi

Sekil.2.BoHV-1’in ana giris ve bulasma yollar1®
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Hayvanlarda yasin artmasi BoHV-1 seropozitifligi icin Onemli bir risk
faktoriidiir.09% Enfeksiyonun buzagilarda diisiik bir prevalansi oldugu soylenmesine
ragmen, 24 ayliktan kii¢iik hayvanlar arasinda enfeksiyonun prevalansinin daha yiiksek
oldugu da bildirilmektedir.?” % % Erkek sigirlarda disi sigirlara gore daha fazla
seropozitiflik gbzlendigi kaydedilmektedir. Bu sonug da cinsiyetin 6nemli bir risk faktorii
oldugunu ortaya koymaktadir.%?

Koyun ve kegiler enfeksiyonun yayilmasinda onemli bir faktordiir. Kegilerdeki
Caprine Herpesvirus-1 (CapHV-1) sigirlardaki BoHV-1 ile antijenik olarak yakin bir
iligkiye sahip olup her iki viriis sigir ve kegilerde enfeksiyon olusturabilme yetenegine
sahiptir.2% ¢

2.2.4. Patogenez

Enfeksiyonun ana kaynagini nasal eksudat, oksiiriik damlaciklar, goz yasi
akintilari, genital sekresyonlar, semen, yemler, fotal sivi ve dokular olusturmaktadir.**
BoHV-1.1 ile enfekte hayvanlar BHV-1.2b ile enfekte hayvanlardan daha yiiksek
titrelerde (10-100 kat) nasal sivi olusturup enfeksiyonun bulagmasma aracilik
etmektedir.** Etken viicuda burun boslugu, orofarinks, géz ve genital mukozadan
girmektedir.>®

Virusun hiicreye girisi hiicresel reseptorler ve viral zarfdaki yapisal proteinler
arasindaki iliski ile gergeklesir. ilk olarak hiicre yiizeyindeki heparin benzeri yapilara
viriis glikoprotein B ve C ile diisiik bir affinitede baglanir, daha sonra virusun gD bdlgesi
ile hiicresel reseptor nectin-1 ile yiiksek/kararli olarak baglanir. En sonunda viral zarfdaki
9B, gD, gH ve gl bélgeleri hiicre ile tam bir fiizyon saglar.%® Hedef epitel hiicreye penetre
olduktan sonra litik replikasyon asamasi baslar. Bu durum viral genlerin karsilikli olarak
siralanmasi, yeni bir viriis projeni liretimine ve hiicre dliimiine yol agmaktadir. BoHV-1’

in sitopatik etkisi hiicrede balonumsu dejenerasyon ve intraniikleer inkluzyon
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cisimciklerinin artmast ile olusur.?? Dogrudan sitopatik etki sonucu, BoHV-1 yikimlanan
bolgelere yeni epitel hiicrelerinin  gocilinii  Onleyerek solunum yolu epitelinin
yenilenmesini azaltmaktadir.%® Yeni olusan projen viriis yiiksek titrelerde burun akintis
ile sacilir ve siirtideki diger hayvanlarin kisa siirede enfeksiyona yakalanmasina neden
olur.? Viriisiin yayilim1 3 sekilde olmaktadir;

1) Lokal Yayilma

2) Viremi ile sistemik yayilma

3) Noroinvazyon yolu ile yayilma (Latentlik)

Lokal yayilmada yeni BoHV-1 generasyonunun enfekte mukozadan yayilimi 2
sekilde olmaktadir. ilkinde hiicre dis1 ortamda bulunan virusun zarf yapis1 ve duyarl
hiicrenin reseptorlerinin baglantis1 ile yayilma olurken, diger yayilmada ise viriis
partikiilleri dogrudan enfekte hiicrelerden enfekte olmayan komsu hiicrelere gegerek
olur.??

Viremi ile yayilmada ise etken cogu doku ve organlarda enfeksiyon
olusturabilmektedir.®® Ancak bu yol ender gdzlenmektedir. BoHV-1’in in vitro
uygulamalarinda etkenin monositleri enfekte edebildigi ancak viriis replikasyonunun ve
salmimimin sinirh oldugu gézlenmistir.**

Herpesvirtisler ilk girdigi bolgedeki replikasyonun ardindan lokal sinir
hiicrelerindeki aksonlara yerlesebilmektedir. Daha sonra intra-aksonal yol ile viris

bolgesel ganglionlardaki noronlara ulasarak bu bélgelerde latentlik olusturabilir.”
2.2.5. Latentlik

BoHV-1 virusun bir saha izolat1 ya da zayiflatilmis viriis asis1 ile {ist solunum
sistemi ve g6z mukozasinda replikasyonu sonucu olusan ilk enfeksiyon sonrasinda sinir

sistemine ait bazi ganglionlarda latent olarak kalabilmektedir.?? 24 4 1 BoHV-1
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tarafindan olusan solunum enfeksiyonunda trigeminal gangliyonlar dahil birinci derecede
noronlar etkilenir.”? Viral genomik DNA’ya IBR enfeksiyonu sonrasi 1-6 giin icerisinde
trigeminal sinirlerin sensory ganglionlarinda, IPV/IPB gibi genital enfeksiyonlardan
sonra ise sakral spinal ganglionlarda rastlanmaktadir.?® 4 Latentligin ana merkezi bu
ganglionik noronlar olmasimma ragmen faringeal tonsillerin germinal hiicrelerinde de
rastlanmaktadir.?® " Latentlige ayrica periferal kanda ve lenf diigiimlerinde de
rastlaniimaktadir.?*

Zayiflatilmis as1 zincirleri viicutta latent olarak kalabilir ve latent enfeksiyon
olusumuna karsi bir koruyuculuk saglamaz.”® Canli asi da hayvanlarda latent
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Geng sigirlar, maternal antikorlarin varliginda latent
enfeksiyona yakalanmakta ve enfeksiyona bagli antikor yamiti gostermektedirler.’
Kolostrumdaki BoHV-1 antikorlar1 buzagilarda baslangigta virlis replikasyonunu
onleyemez ve latentlik kolostral bagisikligin bitmesini takiben olusur. Bu durumdaki
buzagilar seronegatiftir.?*

Akut enfeksiyon sonrasi trigeminal ganglionlardaki hiicre aracilikli bagisiklik,
noronal faktor, latentlikle ilgili genler (LR) ve A¢ik Okuma Cergevesi-E (ORF-E) gibi
baz1 faktorler latentli§in baslamasina yardimci olmaktadir.”® LR, viriisle enfekte
hiicrelerde apoptozisi inhibe ederek latentligi uyarmaktadir. ORF-E enfeksiyon sonrasi
noronal fonksiyonlarn tekrar eski durumunu almasinda &nemli rol oynamaktadir.’®
Noronal faktorler ise enfeksiyon olusumunu ve trigeminal gangliyonlardaki hiicre aracil
immun yanit1 &nler.”’

Hayvanlarda latent enfeksiyon enfekte virusun izole edilememesi ve viral
antijenlerin teshis yontemleri ile belirlenememesi ile karakterizedir.”® Latent olan

hayvanlarda cesitli faktorlere bagl olarak gelisen reaktivasyon ile etkenin tekrar sagilima
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ugramasi hastaligin yayilmasinda potansiyel bir tehlike olusturmakla birlikte hastaligin
kontrol ve eradikasyonunda énemli derecede giicliiklere neden olmaktadir. '8

2.2.6. Reaktivasyon

Reaktivasyon gebelik, laktasyon gibi dogal stres faktorleri ile tasima,

kortikosteroid uygulanmasi gibi faktorlere bagli olarak olusur.”®

Reaktivasyon
latentlikten tamamen farkli bir siire¢ olup trigeminal ganglionlarda virlis reaktivasyon
olusur olusmaz yeni bir litik devreye girer.® Olusan projen viriis primer enfeksiyon
bolgesine aksonal yolla ulasmaktadir. Virusun yeniden sa¢ilimini iki faktor
etkilemektedir. Bunlar primer immun yanit ve projeni viriisiin fenotipidir. Primer immun
yanit ya etkene direk maruz kalma ile ya da latent tasiyici hayvanlardan tekrar hastalik
olusumunu Onlemek igin yapilan asilama sonrasi olusur. Ard arda reaktivasyonun
uyarilmasi ile artan sekonder immun yamit viriisiin tekrar sagilimini inhibe etmesinde
etkilidir. Bu nedenle primer enfeksiyonu takip eden ilk 2 ayda olusan reaktivasyon

uyarimi ile viriisiin tekrar sa¢ilimi1 beklenmemelidir.?2

2.2.7. Klinik Bulgular

BoHV-1 enfeksiyon periyodu normal kosullar altinda 10 giinden 20 giine kadar
degisebilmektedir. Klinik bulgular ¢ok farkli sekillerde gozlenebilmektedir. Bunlar;
solunum formu, genital form, okiiler form ve ensefalitis formlaridir.*

Solunum formunda yiiksek ates (41.5°C), anoreksi, Oksiiriik, asir1 salivasyon,
burun akintisi, goz yast akintis1 ve solunum giicliigii genel bulgulardir.®® 7 8 Géz ve
burun akintis1 baslangicta seroz karakterde olup®, birkag giin icerisinde mukopurulent bir
karakter alir.??  Burun mukozasi hiperemik ve bu bolgedeki lezyonlar piistiiler
nekrozdan hemorajik ve krem renkli difteroid membranla kapl: iilserli alanlara kadar
degismektedir. Bu tabakalar eger kaldirilirsa alt kisimlardaki dokular hiperemiktir. Bu

yiizden ‘Kirmizi Burun’ ad1 verilmektedir.**
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Okiiler formda tek veya ¢ift tarafli bir goz yasi akintist gozlenir. Etkilenen
hayvanlarda fotofobi gbzlenirken, epiphora en karakteristik bulgulardan biridir. Kornea
genellikle etkilenmezken sekonder bakteriyel enfeksiyonlarda keratitis ve korneal
iilserasyon sekillenebilmektedir.** 8

Genital formda disi hayvanlarda IPV , erkek hayvanlarda ise IPB sekillenir.?? 4>
53 Seronegatif hayvanlarda BoHV-1 solunum enfeksiyonu sonucu abort meydana
gelebilir. Dogal olarak olusan BoHV-1 abortlar1 genellikle gebeligin 4 ile 8. aylari
arasinda gozlenir, fakat gebe diivelerde deneysel ¢alismalarda parenteral olarak verilen
viriisin 3 aydan once de embriyonik oliimlere yol agtigi gdzlenmistir.?? Abort
olgularinda plasentada degisiklik olusmazken, fotiise ait dokularda patolojik bulgular
olustugu bildirilmistir. Plasentadan f6tiise yayilma umblikal ven araciligi ile hematojen
olarak gergeklesmektedir. Bu olgularda fotiis karacigerinde multifokal nekroz odaklar
sekillenmektedir.®*

Ensefalitis formu buzagilarda yaygin olmasina ragmen eriskin sigirlarda ender

olarak rastlanilir.®
2.2.8. Makroskobik Bulgular

BoHV-1"in neden oldugu enfeksiyonlarda akciger lezyonlarina daha az
rastlanmakla birlikte,® 12 genc sigirlarda iist solunum yollarinda herhangi bir lezyona
neden olmadan bronkointersitisyel bir pndmoni gelistigi gézlenmistir.® Etkenin yapilan
deneysel calismalarda ya da dogal olarak olusan enfeksiyonlarda akcigerde kirmizi
hepatizasyon alanlarina, yaygin irinli bir bronkopndmoniye, atelektaziye, konsolidasyon
alanlarina rastlanmis ancak bu bulgularin hastaligin {list solunum yollarinda olusturdugu
eksudatin aspirasyonu sonucu mu yoksa bu bolgede 6nceden varolan bir enfeksiyondan

m1 kaynaklandig1 belirlenememistir.'?
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Hastaligin solunum formunda iist solunum yollarinda (burun ve konha) mukoza
hiperemik, 6dematdz ve serdz rinitis ile karakterizedir.** Bakteriyel komplikasyon
olusmus ise bu lezyonlar trakea ve sinuslara kadar yayilir. Larinks ve trakeada irinli bir
eksudasyon sekillenebilir. Primer hastalifa baglantili olmaksizin veya hastaligin bir
komplikasyonu olarak pnémoni gelisebilir.** Neonatal buzagilarda solunum yollarinda,
dalak, karaciger, bobrek, lenf diigiimleri, 6zefagus ve 6n midelerde fokal nekroz
odaklarina rastlanir.®?

Genital formda vulva, penis, preputium mukozasinda 0.1-0.5 mm ¢apinda vezikiil
ve piistiillere rastlanir. Bu lezyonlar yaklasik iki hafta igerisinde iyilesir.?

Okuler formda epiphora, konjunktivitis ve mukopurulent goz yas1 akintis1 dikkati
ceker.??

Ensefalit formunda belirgin bir makroskobik bulgu sekillenmez.**

2.2.9. Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik olarak solunum sisteminde iist solunum yollarinda mukozada
notrofil 16kosit iceren bir 6dem, submukozada lenfosit, makrofaj ve plazma hiicre
infiltrasyonu goriiliir. Enfeksiyonun ilk giinlerinde intraniikleer inkliizyon cisimcikleri
epitel hiicrelerinde goriilebilir.>® 8 Hastaligin ilerlemesi ile birlikte iist solunum
yollarinda 6demin siddeti artarak yangisal bulgular alt solunum yollari, larinks ve
siniislere kadar yayilir. Bu donemde brons-bronsiyol epitellerinde nekroz, tip Il
pnomositlerde proliferasyon ve alveol liimenlerinde hiyalin membran olusumu

4 Bakteriyel komplikasyona bagli olarak bronkopnémoni lezyonlar:

sekillenir.
sekillenebilir.®®
Genital formda vulva ve vajina’da mikroskobik degisikliklere epitel, lamina

propriya ve lenf nodiillerinde rastlanir. Piistiil ve vezikiil asamalarinda mukoza epitelinde

balonumsu dejenerasyon, nekroz ve deskuamasyon, nétrofil 16kosit infiltrasyonlari,
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eozinofilik intraniikleer inkliizyonlara rastlanir. Lamina propriyada hiperemik, 6dematéz,
cogunlukla lenfosit ve plazma hiicrelerini igeren yangisal bir tablo gozlenir.®

Ensefalitis formunda serebellumun subkortikal alanlarinda néron ve astrositlerde
nekroz, intraniikleer inkliizyon cisimleri, perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ile karakterize
nonpurulent ensefalomiyelitis gozlenir.®

2.2.10. Teshis

BoHV-1 enfeksiyonlarinin belirlenmesinde ¢esitli klinik ve laboratuvar teshis
yontemleri kullanilmaktadir. Klinik teshis yontemleri 6zellikle akut herpesvirus
enfeksiyonlarinda kullanilirken, latent enfeksiyonlarin belirlenmesi icin laboratuvar
testlerinin yapilmasi zorunludur.%® 8 BoHV-1 enfeksiyonlarmin laboratuvar teshisinde
hiicre kiilttirti, virtiis, viriisiin komponentleri ve virusa karsi olusan antikoru belirlemek
icin serolojik testler, ayrica polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), histopatoloji, IHC ve IF
boyama yontemleri, Western blot, ELISA, elektron mikroskop gibi bir¢ok yontem

kullanilmaktadir,24 44 58 79,84-87

2.2.11. Koruma ve Kontrol

BoHV-1 enfeksiyonlarina kars1 as1 kullanilmasindaki amag hastaligin olusmasini
engellemek ve hastaligin ekonomik etkisini azaltmaktir.®® Sigirlardaki BoHV-1
enfeksiyonlarma karsi korumada giiniimiizde 4 cesit as1 kullamlmaktadir.** Bunlar;
modifiye canli viriis asilari, inaktif asilar, subunit asilar ve marker asilardir.? 24 44 58
Mevcut asilar latent enfekte hayvanlara karsi koruyuculuk saglamaz.>® Hatta asinin
immunsupresif etkisinden dolayr gen¢ hayvanlarda da asilama sonrasi enfeksiyon
sekillenebilmektedir.”® Asmnin  bu etkilerinden dolayr kullanilmasi veya nasil

gelistirilecegi tartisma konusudur.” 8 Modifiye canli asilar 3 grupta incelenir. Parenteral

asilar fotal sigir bobrek doku kiiltiiriinden elde edilir. Bunun yanisira 2 adet intranasal as1
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mevcuttur. Bunlar BoHV-1’in mutant formunu igeren tavsan doku kiiltiirii ya da sigir
doku kiiltiirlerinden elde edilmektedir. Modifiye canli agilar hizli bir yanit olusturur ve
uzun siireli lokal mukozal bagisiklik saglar.?* 4 Fakat bu asilar giiclii bir abort nedenidir.
Bu ylizden asilanmamis gebe hayvanlarda kullanilmaz. Yine bu asilar latentlik gelistirip
as1 virusunun sacilimina yol acabilir.** Inaktif asilar modifiye canli asilarin abort, latentlik
ve immunsupresif etkilerinden dolay1 gelistirilmistir. Bundan dolay1 gebe hayvanlarda
kullanilabilir. Bu asilarin dezavantaji ise virusa maruz kalan hayvanlarda latentligin
olusumunu engelleyememesidir.?* * Subunite asilar gB, gC ve gD gibi glikoproteinleri
icerir. gD temelli asilar etkili adjuvanlar ile birlestirildigi zaman klinik olarak hastaligin
olusmasina engel olmada en etkili olan asidir.?? Marker asilar ise dogal enfekte hayvanlar
ile asil1 hayvanlar arasindaki ayrimi saglayan bir veya daha fazla viral proteinin silinmesi
esasina dayanir. Bu asilarin farkl tipleri mevcuttur. Bunlar gE-canli, , gG-cansiz, gC-

canl1, gD-subunit, gB-subunit ve gD-replication-incompetent gibi agilardir.*
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Materyali

Calisma materyalini mezbahada kesilen ve makroskobik muayenede pnémoni

oldugu saptanan 120 adet sigir akcigeri olusturdu.

3.2. Yontem

3.2.1. Makroskobik inceleme

Erzurum iline baglh Et ve Siit Kurumu ile 6zel mezbahalarda 2014-2016 yillari
arasinda kesime alinan sigirlarin akcigerleri rutin olarak incelendi ve 6rnekler alindi.
Calisma igin gerekli numune sayisinin elde edilebilmesi i¢in toplam 1023 sigir akcigeri
incelendi ve makroskobik olarak pnémoni gozlenen 120 adet akciger toplandi. Alinan her
bir akciger 6rneginin bir kismi1 % 10’ luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi bir kismi

ise Antijen ELISA yontemi i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Mikroskobik inceleme

3.2.2.1. DoKularin islenmesi

Makroskobik olarak pnomoni gozlenen akcigerlerden alinan doku ornekleri
%10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edildi. Tespiti ger¢eklesen dokularin
kiigliltme islemi yapilarak kasetlere yerlestirildi. Kasetteki dokular 1 gece boyunca akan
cesme suyunda yikanarak tespit soliisyonu uzaklastirildi. Sonrasinda ototeknikon cihazi
ile dokularin sirastyla %60, %70, %80, %96, %100°liik alkol serisinde 2 saatlik araliklarla
dehidrasyon, Ksilol 1 ve Ksilol 2 soliisyonlarinda 1 saat siireyle seffalastirilma islemleri
gerceklestirildi. Bloklanan dokulardan 5 pm kalinliginda alinan kesitlerin bir kismi
histopatolojik inceleme i¢in normal lamlara, bir kismi1 ise immunohistokimyasal ve

immunfloresan inceleme i¢in polilisinli lamlara alindi.
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3.2.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Dokudaki parafinin erimesi i¢in lamlar 57 ° C’lik etlivde 1 saat bekletildi. Bu siire
sonunda etiivden ¢ikarilan lamlar ksilol-alkol serisinden gegirildi ve 5 dakika siireyle
distile suda bekletilerek Hematoksilen soliisyonunda bekletildi. Cesme suyunda yikanan
dokulardan asit alkol ile fazla hematoksilen uzaklastirildi. Daha sonra dokular Eozin
soliisyonunda 1 dakika bekletildikten sonra alkol-ksilol serisinden gegirildi. Lamlara
entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar 1s1k
mikroskobunda (Olympus BX-51) incelendi.

Incelenen preparatlardaki pndmoniler, bronkopndmoni, intersitisyel pndmoni,
embolik pnémoni ve granulamatdz pndmoni olarak smiflandirildi.*

3.2.2.3. immunohistokimyasal Boyama

Polilisinli lamlara almman 5 um’ lik kesitlerin {izerindeki parafin 1 saat etiivde
bekletilerek giderildikten sonra preparatlar ksilol ve alkol serilerinden gegirildi. Kesitler
5 dakika distile suda bekletildikten sonra %3’liik H202" de 10 dakika tutularak endojen
peroksidaz inaktivasyonu saglandi ve daha sonra 2 kez phosphate buffer saline (PBS) ile
yikandi. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in antijen retrieval soliisyonu (10 mM
Sodyum sitrat, 0.05% Tween 20, pH 6.0) ile 2x5 dakika 500 watt’ da muamele edildi ve
PBS ile 3 kez yikandi. Non-spesifik baglanmalar1 6nlemek amaciyla dokularin etrafi PAP
pen ile ¢izilerek iizerlerine protein block ( 1% Monobasic dihydrogen potassium
phosphate, 0.014% Dibasic monohydrogen sodium phosphate, 1% Triton-X-100, 1%
Gelatin, 0.002% Potassium chloride, 1% Sodium chloride, 1% BSA) damlatilarak 10
dakika bekletildi ve PBS ile 1 kez yikandi. Daha sonra PBS ile yikanan dokular Bovine
Herpesvirus Type 1 (BHV-1/IBR) MAb gC-glll IgG2b Isotype monoclonal antibody
(VMRD, CATALOG NO. F2) ile 37° C de 1/100 oraninda diliisyon soliisyonu (Antibody

Diluent, Abcam, ab64211) ile dilue edildi ve 30 dakika siireyle inkubasyona birakildi.
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Inkubasyon sonunda PBS ile 3 kez yikanan dokulara sirastyla biyotinlenmis sekonder ve
Horseradish peroxidase (HRP) konjugat damlatilarak 15” er dakika bekletildi. HRP
konjugat sonrasi 4 kez PBS ile yikanan dokulara kromojen olarak 3,3 diaminobenzidine
(DAB) 1 ml’e DAB Substrata 30 ul olacak sekilde damlatildi . Yaklasik 30 saniye
kromojende bekletilen kesitler distile su ile yikandiktan sonra 1-2 dakika Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama yapildi. Tekrar alkol-ksilol serisinden gegirilen kesitlerin

tizerine entellan damlatilarak 1s1k mikroskobunda incelendi.
3.2.2.4. immunofloresan Boyama

Parafini etlivde bekletilerek uzaklagtirilan kesitler ksilol alkol serisinden
gegirilerek 5 dakika siireyle distile suda bekletildi. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak
icin antijen retrieval soliisyonu ile 2x5 dakika 500 watt’ da muamele edildi, takibinde
PBS ile 3 kez yikandi. Non-spesifik baglanmalar1 6nlemek amaciyla dokularin etrafi PAP
pen ile ¢izilerek iizerlerine protein block damlatilarak 10 dakika bekletildi ve PBS ile 1
kez yikandi. PBS ile yikanan dokular Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1/IBR) MAD
gC-glll 1gG2b Isotype monoclonal antibody (VMRD, CATALOG NO. F2) ile 37° C de
1/100 diliisyon oraninda 30 dakika siireyle inkubasyona birakildi. Daha sonra PBS ile 3
kez yikanan kesitler tizerine immunofloresan antikor (Goat Anti-Mouse 1gG H&L (FITC)
Catalog no: ab6785) 1/100 oraninda damlatild1 ve 45 dakika siireyle karanlik ortamda
bekletildi ve distile su ile yikandi. 9 kisim gliserol ve 1 kisim distile su karistirilarak

lamlarin lizerine damlatild1 ve lamel ile kapatilarak floresan mikroskopta incelendi.

22



3.2.3. Antijen ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay) Testi

Tez calismasinda elde edilen akcigerlerden BoHV-1’in ELISA ile belirlenmesi
i¢in Biox firmasindan Pulmotest BoHV1 (Cat. No.BIO K 335) kiti temin edildi.

-20 °C’de muhafaza edilen akciger 6rneklerinden yaklasik olarak 1 gr alindi. Petri
kutusuna alinan her bir akciger orneginin tizerine 2 ml kullamima hazir lizis buffer
soliisyonu eklenerek makas yardimi ile kiigiik pargalar haline getirildi. Homojenize olan
dokular soliisyonla birlikte baska bir tiipe aktarildi ve bu tiipler oda 1sisinda 500xg’de 10
dakika boyunca santrifiij edilerek ¢oziinmeyen akciger dokusunun fragmantlarinin tiipiin
dibine ¢okmesi saglandi. Boylece iistte kalan s1v1 kisim ile ELISA i¢in gerekli siipernatant
elde edilmis oldu.

Biitiin igerik kullanilmadan 30 dakika oncesine kadar oda sicakligina getirildi.
ELISA plate’in her bir goziine bir 6rnek gelecek sekilde 100 pl oraninda siipernatant
eklendi. Plate’in kapagi kapatilarak 21 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra kitin
kompozisyonuna gore hazirlanan yikama soliisyonu plate’in herbir goziine dokiildii ve
lavobada aniden c¢evirilerek mikroplate’in bosalmasi saglandi. Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra diger asamaya gegcildi.

Yikama islemi yapildiktan sonra yine plate’in her bir gdziine 100 pl oraninda
konjugat soliisyonu eklendi. Konjugat soliisyonunda plate 21 ° C’de inkiibe edildi. 5 kez
yikama islemi gerceklestirildi. Plate’nin herbir goéziine 100 pl kromojen soliisyonu
eklendi ve 21° C’de 10 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Daha sonra her bir géze
stop soliisyonu 50 pl oraninda eklendi.

Stop soliisyonu eklenen plaktaki orneklerin 450 nm filtreli bir mikroplate
spektrofotometresinde optik dansiteleri okundu. Sonuglarin hesaplanmasi i¢in asagidaki

formiil kullanildi.
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Delta OD spl * 100

Val=

Delta OD pos

3.2.4. istatistiksel Analiz

Yoéntemler arast kiyaslama i¢in ROC Alic1 Isletim Karakteristigi (Receiver
Operating Characteristic, ROC) ve Ki-Kare (X?) testi kullanildi (MedCalc Statistical

Software version 13.1.2, Ostend, Belgium).
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4. BULGULAR

Incelenen akciger 6rnek sayisi1 ve makroskobik olarak pndmoni bulgusu gézlenen
ornek sayisinin yillara gore dagilimi ve oranlart Tablo 4.1° de verilmistir. Makroskobik
olarak 2014 -2016 yillar1 arasinda incelenen 1023 6rnegin 120 (%11.73)’ sinde pndmoni

bulgusu tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Yillara gore incelenen akciger sayisi ve pndmoni sayisi

2014 2015 2016 Toplam

Incelenen Akciger sayisi 432 404 187 1023

Pnoémoni Gozlenen Akciger sayist  41(%9.49) 57(%14.10) 22 (%11,76) 120 (%11.73)

4.1. Makroskobik Bulgular

Makroskobik incelemede pnomoniler bronkopnomoni (irinli  ve fibrinli
bronkopnémoniler), intersitisyel pndmoni, embolik pndmoni ve graniilamatéz pnémoni
olarak siniflandirilmis olup 6rnek sayilari ve %’ leri tablo 4.2” de verilmistir. Lezyonlara
daha ¢ok akcigerin kraniyal loblarinda rastlansada, kaudal, lateral ve medial loblarda da

lezyonlar gozlendi.

Tablo 4.2.Makroskobik olarak pnémoni gesitleri ve yiizde oranlari

2014 2015 2016  Toplam Yiizde (%)
[rinli Bronkopndmoni 41/3 57/3 22/2 120/8 6,7
Fibrinli Bronkopndmoni 41/3 572 22/1 120/6 5
Intersitisyel Pnémoni 41/33 57/50 22/18 120/101 84,1
Graniillomat6z Pnémoni 41/2 57/2 22/1 120/5 4.2
Embolik Pnémoni 41/0 57/0 22/0 120/0 0
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4.1.1. Bronkopndémoni

4.1.1.1. Kataral-Irinli Bronkopnémoniler

Irinli bronkopndémoni gozlenen akcigerlerde, lezyonlar daha cok kraniyal
yerlesimli olup koyu kirmizi-gri renkte sert bir kivama sahipti (Sekil 4.1). Lezyonlara
yapilan kesit sonucunda organin kesit yiizeyinden irinli bir eksudatin sizdig1 gozlendi

(Sekil 4.2). Bazi olgularda ise irinle birlikte nekrotik alanlara rastlandi.

Sekil 4.1. Kataral-irinli bronkopnémoni. Kranial lobda apse odagi (ok) ve sert kivamli
odaklar (*).
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Sekil 4.2. Kataral-irinli bronkopnomoni. Kesit yiizeyinde irin igeren odak (oklar) ve
akciger ylizeyinde milier irin odaklar1 (ok basi).

Fibrinli Bronkopnomoniler

Fibrinli bronkopndmoni olarak degerlendirilen olgularda lezyonlar lober
karakterde olup ¢cogunlukla kraniyal loblarda gozlendi. Koyu kirmiz1 ve gri bolgelerden
dolay1 alacalt mermer goriiniimii izlendi. Kraniyal loblarin ¢ogunlukla tamamina yakin
kisminda koyu veya agik kirmizi alanlar ile gri renkli ve sert kivamli hepatize alanlarin
kapladig1 gozlendi (Sekil 4.3). Bu hepatize bolgelerin kimi olgularda kesit yiizeyleri
kuru goriiniimde olup, interlobiiler septumlarda genislemeler saptandi. Lezyonlu

bolgelerdeki plora ise serofibrindz bir eksudat nedeniyle kalinlasmig durumdayd.
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Sekil 4.3. Fibrinli bronkopndmoni. Kirmizi (ok) ve gri hepatizasyon (ok bas1) alanlari,
plora tizerinde fibrin birikimi (*).

4.1.2. Intersitisyel pnomoni

Intersitisyel pndémoni olarak degerlendirilen akcigerler kivamli, ¢ogunlugu
kollobe olmamus sigkin ve renkleri solgun goriinimlitydi (Sekil 4.4). Akcigerin kesit
yiizeyi kuru ve siingerimsi bir yapiya sahipti. Plora etkilenmemis ve subpldral lenf

diigiimlerinin siskin oldugu gézlendi.
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Sekil 4.4. Intersitisyel pnomoni. Kollabe olmamis akciger goriintiisii.

4.1.3. Embolik Pnémoni

Calismamizda embolik pndmoni olgusuna rastlanmamugtir.

4.1.4. Graniilomatéz Pnomoni

Graniilomatdz pnomoni olarak degerlendirilen akcigerlerde makroskobik olarak
sert yapili nodiiller gozlendi. Bunlara yapilan kesitlerde kalsifiye nekrotik alanlar

mevcuttu.
4.2. Mikroskobik Bulgular

Makroskobik olarak incelenen akcigerlerin rutin histopatolojik takibi sonucu elde
edilen ornekler hematoksilen eozin boyama metodu ile boyanarak mikroskobik olarak
incelendi. Mikroskobik bulgulara gére pndmoni ¢esitleri, say1 ve oranlari tablo 4.3” de

verildi.
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Tablo 4.3. Mikroskobik olarak pnomoni ¢esitleri ve ylizde oranlari

2014 2015 2016 Toplam _ Yiizde (%)
Irinli Bronkopnémoni 3 3 2 8 6,7
Fibrinli Bronkopnémoni 3 2 1 6 5
Intersitisyel Pnomoni 33 50 18 101 84,1
Graniilomatéz Pnomoni 2 2 1 5 4.2
Toplam 41 57 22 120 100

4.2.1. Bronkopnomoniler

4.2.1.1. irinli Bronkopnémoniler

Doku oOrneklerinin mikroskobik incelenmesi sonucunda 8 (%6,7) adet irinli
bronkopndmoni olgusuna rastlanmistir. Bu bronkopndémoni olgularinin mikroskobik
incelenmesinde brons, bronsiol, alveoler bosluklarda 6dem, dokiilmiis epitel hiicreleri ile
birlikte bol miktarda nétrofil 16kosit ve yer yer nekroz alanlarina rastlandi (Sekil 4.5),
(Sekil 4.6), (Sekil 4.7). Bu olgularin bazilarinda ise, ortada nekroz alani bu alanin

cevresinde notrofil 16kositler ile makrofajlar ve en dista ise fibroz dokudan olusan apse

odaklar1 belirlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.5. Irinli bronkopndmoni. Bronsiyol ve alveol liimenlerinde deskuame epitel
hiicreleri, yogun nétrofil 16kosit ve makrofajlardan olusan irinli eksudat (*) ile amfizemli
alanlar (oklar). H&E. 100pm.

Sekil 4.6. Irinli nekrotik bronkopndmoni. Bronsiyol liimeninde nekrotik kitle (*) ve
alveolerde nétrofil 16kositler (ok). H&E. 100um.
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Sekil 4.7. Nekrotik irinli bronkopnémoni. Nekroz (ok), nétrofil 16kositler (ok basi) ve
makrofajlardan (ince ok) olusan yangisal hiicre infiltrasyonu. H&E. 50um.

Sekil 4. 8. Apseli bronkopnémoni. Nekroz alani (*) bu alanin ¢evresinde nétrofil
I6kositler ile makrofajlar (0k) ve en dista ise fibroz kapsiil (ok basi). H&E. 50pum.
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4.2.1.2. Fibrinli Bronkopnomoniler

Mikroskobik incelemeler 1s1ginda 6 (%5) adet fibrinli bronkopndémoni olgusuna
rastlandi. Alveol, brons-bronsiyol liimeninde fibrin birikimi ile dokiilmiis epitel hiicreleri
gozlendi. Yine fibrinli bronkopndmoni olgularinin bazilarinda yangisal hiperemi, kirmizi
hepatizasyon ve gri hepatizasyon alanlar1 gozlendi. Yangisal hiperemi doneminde;
interalveoler kapillarlar hiperemik, alveol liimenlerinde ¢ok hafif kirmizi renkte homojen
stvi birikimi ile tek tiik notrofil 16kosit ile birlikte eritrositlere rastlandi (Sekil 4.9).
Kirmizi  hepatizasyon doneminde; interalveolar kapillarlar hiperemik, alveol
liimenlerinde nétrofil dokiilmiis alveol epitelleri, az sayida eritrosit goriildii (Sekil 4.9).
Alveollerin igerisinde yogun fibrin aglari ile birlikte ddem s1vis1 mevcuttu. interlobuler
septumda 6dem ve yangisal hiicre infiltrasyonu nedeni ile genisleme belirgindi (Sekil 4.
10). Genislemis olan lenf damarlarinda yer yer tromboz vardi. Gri hepatizasyon
doneminde; alveol liimenlerinde bol miktarda notrofil 16kosit ile alveol liimenlerinde az
sayida dokiilmiis epitel hiicresi belirlendi. Interlobiiler septumda yangisal hiicre
infiltrasyonundan dolay1 genisleme ve bazi lenf damarlarinda tromboz gozlendi. Bazi
alveollerin limeninde oat cell yapilarina rastlandi (Sekil 4.11). Fibrinli bronkopndmoni
olgularinda 2 6rnekte alveoler parankimde nekroz alanlarinin olustugu gézlendi. Ploranin
etkilendigi durumlarda 6dem, ndtrofil 16kosit ve fibroz doku artisina bagli olarak

kalinlastig1 gozlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.9. Fibrinli bronkopndomoni. Yangisal hiperemi (*) ve kirmizi hepatizasyon alani.
H&E. 20pm.

Sekil 4.10. Fibrinli bronkopndmoni. Interalveolar septumda fibrin birikimine bagl
meydana gelen kalinlasma (¢izgi), akciger parankiminde gri hepatizasyon alanlari1 (oklar).
H&E. 100pm.
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Sekil 4.11. Fibrinli bronkopnémoni. Alveollerin liimenlerinde ig seklinde bazofilik
16kositler (Oat cell) (oklar). H&E. 50 pm.

Sekil 4.12. Fibrinli bronkopndmoni. Plorada kalinlagsma (Cizgi). H&E. 100 um.
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4.2.2. Intersitisyel Pnomoniler

Akciger orneklerinin mikroskobik degerlendirmesi sonucu 101 (%84,1) Ornekte
intersitisyel pndmoni belirlendi. Intersitisyel pndmonilerde alveollerin liimeninin bos
oldugu, interalveolar septumda yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlari ile birlikte bag
doku artisina bagh olarak kalinlasma tespit edildi (Sekil 4.13). Brons ve bronsiyol
cevresinde lenfoid dokuda (BALT) hiperplazi ve fibromuskiiler hipertrofi gézlendi (Sekil
4.14), (Sekil 4.15). Brons ve alveol liimenleri ¢cogunlukla bos olmakla birlikte bazi
vakalarda alveol liimenlerinde hiyalin membran ile az sayida sinsityal hiicre ve

mononiikleer hiicreler tespit edildi (Sekil 4.16), (Sekil 4.17).

Sekil 4.13. Intersitisyel pnémoni. interalveolar (ok ) ve interlobuler bolgede kalinlasma
(*). H&E. 100um.
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Sekil 4.14. intersitisyel pnémoni. Peribronsiyal lenfoid hiperplazi (ok) ve fibromuskiiler
hipertrofi (ok bas1). H&E. 50um.

Sekil 4.15. intersitisyel pnomoni. Peribrongiyal lenfoid hiperplazi (ok). Interalveoler
duvarda kalinlagsma (ok basi) ve amfizem (*). H&E. 100um.
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Sekil 4.16. Intersitisyel pndmoni. Sinsityal tip dev hiicreleri (oklar), lenfosit (ince ok),
makrofaj ve plazma hiicrelerinden (ok basi) olusan yangisal hiicre infiltrasyonu. H&E.
50pm.

Sekil 4.17. Intersitisyel pnémoni. Sinsityal tip dev hiicresi (0k). H&E. 10um.
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4.2.3. Embolik Pnomoni

Histopatolojik incelemelerde embolik pnomoniye rastlanmadi.

4.2.4. Graniilamatoz Pnomoni

Histopatolojik incelemeler 1s1831inda 5 (%4,2) adet graniilamatdz pnémoni olgusu
tespit edildi. Bunlardan 4’tinde multifokal tarzda ve etrafi bag doku ile siirlandirilmis
kazeifikasyon nekroz alanlar1 gézlendi. Nekroz alaninin ¢evresinde Langhans tipi dev
hiicreleri, epiteloid hiicreler, histiyosit, lenfosit ve plazma hiicrelerinden olusan yangisal
hiicre infiltrasyonu ile en dista fibroz bag dokudan olusan bir kapsiil belirlendi (Sekil
4.18) Bazi kazeifiye olmus alanlarin merkezinde kalsifikasyon alanlarina da rastlandi

(Sekil 4.19).

Diger 1 adet Ornekte ise parazite ait kistik yapilar, kist duvarinin ¢evresinde
lenfosit, histiyosit, plazma hiicrelerini igeren mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve
eozinofil graniilosit infiltrasyonu, yabanci cisim dev hiicreleri ve bu yangisal alanin

etrafinda fibrosit ve fibroblastlardan olusan bir bag doku alani tespit edildi.
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Sekil 4.18. Graniilomatéz pnomoni. Kazeifikasyon nekrozu (*), Langhans tipi dev
hiicreleri (oklar), makrofaj ve az sayida lenfosit infiltrasyonu. H&E. 100um.

Sekil 4.19. Graniilomatéz pnomoni. Kazeifikasyon nekrozu (*) ve kalsifikasyon odagi
(oK) ile birlikte ¢evrede mononiikleer hiicre infiltrasyonlari (ok basi). H&E. 100um.
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4.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Makroskobik olarak pnomoni tespit edilen ve histopatolojik olarak siniflandirilan
120 vakanm immunohistokimyasal incelenmesi sonucunda 58 (%48.33) vakada BoHV-
1 immunpozitifligi tespit edildi. Pnémoni gesitleri i¢erisinde BoHV-1 immunpozitiflikleri

tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4. Pnoémoni gesitleri i¢erisinde BoHV-1 immunpozitiflikleri.

Pnémoni Cesitleri BoHV-1 immunpozitifligi
[rinli Bronkopndmoni 8/1

Fibrinli Bronkopnomoni 6/4

Intersitisyel Pnémoni 101/50
Graniilomat6z Pnémoni 5/3

Toplam 120/58 (%48.33)

Sekiz irinli pnOomoninin birinde, alt1 fibrinli pnémoninin doérdiinde, 101
intersitisyel ~pnOmoninin  50’sinde, bes graniilomatéz pndomoninin {igiinde
immunohistokimyasal olarak pozitifliklere rastlandi.

Immunpozitifliklere intersitisyel pnomonilerde 28 akciger Orneginde brons-
bronsiyol epitellerinde (Sekil 4.20), 30 akciger Orneginde BALT dokusundaki
makrofajlarin  sitoplazmalarinda (Sekil 4.21), 49 akciger Orneginde interalveolar
septumlarda (Sekil 4.22), (Sekil 4.23), bronkointersitisyel pndmoni tablosu sekillenen
olgularda 12 akciger 6rneginde eksudatta bulunan makrofajlarda (Sekil 4.24), (Sekil
4.25) 11 akciger orneginde peribronsiyal ve peribronsiyoler bolgedeki mononiikleer
hiicrelerde, 12 akciger orneginde brons ve bronsiyol epitellerinin sitoplazmasinda
immunpozitiflige rastlandu.

Fibrinli pnomonilerde 4 akciger o6rneginde intersitsiyel alanda (Sekil 4.26), 2
akciger Orneginde plorada, 2 akciger Orneginde brons-bronsiyol epitelinde

41



immunpozitiflikler gdzlendi. Irinli pnémonide 1 akciger drneginde brons epitelinde ve

peribronsiyoler bolgedeki makrofajlarda (Sekil 4.27) immunpozitiflige rastlandi.
Graniilamatéz pnomonilerde 3 akciger Orneginde intersitisyel bolgedeki

makrofajlarda ve peribronsiyal ve peribronsiyoler bodlgedeki —makrofajlarda

immunpozitiflik belirlendi.

‘ , -
— e T

Sekil 4.20. Brons epiteli (oklar) ve BALT dokusunda BoHV-1 immunpozitifligi (ok
baslar). IHC. 20 um.
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Sekil 4.21. Bronsiyol epiteli (ok basi) ve peribronsiyal lenfoid dokuda BoHV-1
immunpozitifligi (oklar). IHC. 20 um.

Sekil 4.22. interalveolar bolgede yangi hiicrelerinin sitoplazmasindaki immunpozitiflik
(oklar). IHC. 100 pm.
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20 pm

Sekil4.23.  interalveolar  septumdaki intrasitoplazmik  yerlesimli ~BoHV-1
immunpozitifligi (oklar). IHC. 20 pm.

Sekil 4.24. Bronsiyol epiteli ve limende (oklar) deskuame epitel ve makrofajlarda
BoHV-1 immunpozitifligi (ok baslarr). IHC. 20 um.
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Sekil 4.25. Brons epiteli (oklar) ve limendeki eksudatta bulunan hiicrelerde
immunpozitiflik (ok baslarr). IHC. 20 pm.

Sekil 4.26. Intersitisyel alandaki immunpozitiflik (ok). IHC. 20 um.
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Sekil 4.27. Peribronsiyal bolgede (ok) ve plorada (ok basi) yangi hiicrelerinde
immunpozitiflik. IHC. 20 pm.

4.4, immunofloresan boyama bulgular

Makroskobik olarak pnomoni tespit edilen ve histopatolojik olarak siniflandirilan
120 vakanin immunofloresan incelenmesi sonucunda 61 (%50.83) vakada BoHV-1
immunpozitifligi tespit edildi. Pnémoni c¢esitleri igerisinde BoHV-1 immunofloresan

pozitiflikleri tablo 4.5de verilmistir.

Tablo 4.5. Pnémoni gesitleri igerisinde BoHV-1 immunofloresan pozitiflikleri.

Pnémoni Cesitleri BoHV-1 immunofloresan pozitifligi
Irinli Bronkopndmoni 8/2

Fibrinli Bronkopnémoni 6/4

Intersitisyel Pnémoni 101/52

Graniilomat6z Pnémoni 5/3

Toplam 120/61 (%50,83)
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Immunofloresan pozitifliklere immunohistokimyasal boyamada pozitifligin
gozlendigi alveolar makrofajlarda (Sekil 4.28), brons, bronsiyol ve alveol epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda (Sekil 4.29), brons ve bronsiyol gevresinde bulunan
makrofajlarda (Sekil 4.30), (Sekil 4.31), intersitisyel alanda yine makrofajlarda (Sekil
4.32), damar ¢evresinde (Sekil 4.33.), eksudattaki yangi hiicrelerinde (Sekil 4.34.)

rastlandi.

Sekil 4.28. Alveolar makrofajlarda immunpozitiflikler (oklar). FITC. 20 um.
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Sekil 4.29. Brons epitelindeki immunpozitiflikler (oklar). FITC. 20 pm.

Sekil 4.30. Bronsiyol ¢evresindeki yangi hiicrelerinde immunpozitiflikler (oklar). FITC.
20 um.
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Sekil 4.31. Brons ¢evresinde bulunan makrofajlarda immunpozitiflikler (oklar). FITC.
20 um.

Sekil 4.32. Intersitisyel alanda immunpozitiflikler (oklar). FITC. 20 um.
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Sekil 4.33. Damar ¢evresinde immunpozitiflikler (oklar). FITC. 20 um.

Sekil 4.34. Bronsiyol limenindeki eksudatta ve ¢evresinde immunpozitiflik (oklar).
FITC. 20 pm.
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Sekil 4.35. immunpozitifliklerin 2.5 D boyutlu goriintiisii. FITC. 20 pm.

4.5.Antijen ELISA (Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay) Testi

Ticari antijen ELISA kitiyle yapilan degerlendirmede makroskobik olarak
pnémoni tespit edilen 120 akcigerin 117 adetine test uygulanarak, 35 6rnekte pozitiflik
saptaand1. Immunohistokimyasal olarak negatif sonug veren 2 6rnegin ELISA’da pozitif
olarak degerlendirildi.

Tablo 4.6. 1. ELISA testi uygulanan akciger ornekleri

1 2 3 4 5 & 7 B 9 10 11 12
A T6 120 48 o1 101 73 118 o5 53 3o 1 2
B T6 120 48 o1 101 73 118 o5 53 3% 1 2
C 116 83 66 87 3 65 24 106 26 105 53 7
D 116 53 66 87 3 65 24 106 26 105 53 7
E o6 77 71 12 18 30 36 8 67 117 86 14
F o6 77 71 12 18 50 36 8 67 117 86 14
G 78 B4 72 54 52 105 115 05 =k 76 88 FE
H 78 34 72 54 52 105 115 95 =k T6 88 ME

51



Tablo 4.7. 1. ELISA sonuglar1

A 0045 0309 0049 0102 0046 0046 0291 0043 0052 009 0082 0047
B 0020 0033 0042 0049 0038 0045 0045 0031 0047 0037 0083 0033
C 0197 0095 0051 0140 0148 0032 0172 0143 0049 0039 0213 0048
D 0049 0047 0047 0049 0051 003 0036 0062 0032 0041 0072 0049
E 0278 0044 0034 0051 0052 0083 0048 005 0030 0051 0226 0103
F 0059 0037 0049 0037 0055 0054 0068 0048 0048 0060 0088 0030

0077 0064 0055 0074 0051 0065 0129 0077 0060 0078 0151 [

H 003 0039 0047 0030 005 003 0030 0033 0083 0031 0043 0066

b S \"'b \\' ‘* ‘“ -‘*& Hf“i »‘hw“‘n&x\r"

~ vw«u-ﬁmm-«w Mbiosse
* v"‘v* h""" "ﬁ"

A

e R R '

Sekil 4.36. 1. ELISA platedeki negatif ve pozitif sonuglar
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Tablo 4.8. 2. ELISA testi uygulanan akciger ornekleri

=g 0 B

== I

79
19
84
4
57
57
109
109

13
13
33
33
43
43

83
83
103
103
10
10
68
68

49
48

Y

i

34
34
53
33
36
56

63

63

33
33

o4
o4

107
107
119
119
14
104
45

43

114
114
63
a3

43
43
100
100
89
89
10
10

Tablo 4.9. 2. Plate’deki Akciger Orneklerinin ELISA sonuglari

=0 o = H O oo 53

0,093
0,038
0,73
0,083
1,114
0,088
0,952
0,064

0.1
0,08
0.33
0,06
042
0,08
0,74

0,08

0.747
0,083
0.06
0,082
0,002
0.103
0,068
0,036

0,064
0,033
0,074
0.07
0,083
0,063
0072
0.07

0,626
0,042
0,878
0,052
0,033
0,031
0,051
0,048

0,064
0,038
0.074
0,064
0,601
0,068
0732
0,069

0,639
0.081
0.83
0,074
0312
0,071
0,074
0,068

0,047
0,049
0,03
0,047
0,036
0,049
0432
0,032

0,073
0,071
0.654
0,083
079
0,111
0,077
0,063

10

80
80
19
19

10
0,493
0,073
0,725
0,077
0,071
0,033
0,437
0,036

11
112
102
74
74
42
42

11
1,009
0,071
0,036
0,034
0,9
0,7
0,7
0,6

12
41
41
113
113
82
82
PK
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Sekil 4.37. 2. Plate’deki 6rneklerin pozitifligini gosteren renk degisikligi.

4.6. Istatistiksel bulgular
a) Testlere gore negatif (0) / pozitif (1) dagilim

a.1) Immunofloresan Testi (IF)
Immunofloresan test (IF) “‘altin standart’’ olarak kabul edildiginde, ki-kare

testiyle yapilan degerlendirmeye gére % 49,2 negatif, %50,8 pozitiflige rastlanmistir (X

=0,033 P=0,8551). Immunofloresan teste gore hasta ve saglikli hayvanlar homojen bir

dagilim gostermistir (Sekil 4.38).
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IF Gmld

Sekil 4.38. Iimmunofloresan testine gore hasta ve saglikli hayvanlarin dagilim.

a.2. Immunohistokimyasal (IHC) test
IHC boyama metodu ile 120 ornekte %51,7 negatiflige , %48,3 pozitiflige
rastlanmistir (X?=0,133 P=0,7150). immunohistokimyasal boyama sonucu hasta ve

saglikli hayvanlarda homojen bir dagilim gozlendi (Sekil 4.39).

Sekil 4.39. Immunohistokimyasal boyama yontemine gore hasta ve saglikli hayvanlarin
dagilima.
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a.3. ELISA Sonuclar
ELISA ile yapilan degerlendirmeye gére %70,1 negatiflige , %29,9 pozitiflige
rastlanmistir(X?=18,880 P<0,0001). ELISA testi ile hasta hayvanlar ve saglikli hayvanlar

arasinda heterojen bir dagilim oldugu gozlendi (Sekil 4.40).

Camt

Sekil 4.40. ELISA testine gore hasta hayvanlar ve saglikli hayvanlar arasindaki dagilim.

b. Ozgiilliik ve Duyarhhk

Calismada IF testi ‘“‘Gold Standart’ olarak kabul edilip diger testlerin 6zgiilliik

ve duyarliliklart saptanmistir. Buna gore;
b.1. Immunohistokimyasal test

Tablo 4.10. THC testinin IF testine gore spesifik ve sensitivitesi

ROC curve

Variable IHC
Classification variable IF_Gold

Sample size 120
Positive group ? 61 (50,83%)
Negative group ° 59 (49,17%)
2 |IF_Gold = 1

IF_Gold=0
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Disease prevalence (%)

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC)

Standard Error @

95% Confidence interval ®

Z statistic

Significance level P (Area=0.5)

@ DelLong ve ark.
b Binomial exact

Youden index

Youden index J
Associated criterion
Sensitivity
Specificity

Criterion values and coordinates of the ROC curve

Criterion | Sensitivity

>0 100,00
>0 85,25
>1 0,00

95% CI
94,1 -100,0
73,8-93,0
0,0-59

Specificity
0,00

89,83
100,00

95% CI
00-6,1
79,2 - 96,2
93,9 - 100,0

+LR= Saglikl1 olup pozitif olarak gbzlenen ornek yiizdesi
-LR= Hastalikli olup negatif olarak gézlenen drnek yiizdesi

Bilinmiyor

0,875

0,0303

0,803 t0 0,929
12,391
<0,0001

0,7508
>0
85,25
89,83

+LR | -LR

1,00

8,38 0,16
1,00

Calismada THC testinin sensitivitesi %85.2, spesifitesi ise %89.3 olarak saptandi

(Sekil 4.41).
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THC

100
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Sekil 4.41. THC’nin IF testine gore sensitivitesi ve spesifitesi.

b.2. ELISA Testi

o 10 40 &0 ED 100

ELISA’nin IF testine gore sensitivitesi %55.74, spesifikligi %98.21 olarak

belirlenmistir (Sekil 4.42).

Tablo 4.11. ELISA’nin sensitivitesi ve spesifitesi

ROC curve
Variable ELISA
Classification variable IF_Gold
Sample size

Positive group 2
Negative group °
2 ]F_Gold = 1

bIF Gold=0

Disease prevalence (%)

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error 2

95% Confidence interval °

Z statistic

Significance level P (Area=0.5)

2 DeLong ve ark.®®

117
61 (52,14%)
56 (47,86%)

unknown

0,770

0,0333

0,683 10 0,843
8,105
<0,0001
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b Binomial exact

Youden index

Youden index J
Associated criterion
Sensitivity
Specificity

0,5395
>0
55,74
98,21

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide]

Criterion | Sensitivity 95% CI | Specificity
>0 100,00 : 94,1-100,0 0,00
>0 55,74 = 42,4 -68,5 98,21
>1 0,00 0,0-59 100,00

9%5%Cl | +LR | -LR
00-64 1,00
90,4 -100,0 : 31,21 : 0,45
93,6 - 100,0 1,00

+LR= Saglikl1 olup pozitif olarak gézlenen 6rnek yilizdesi
-LR= Hastalikl1 olup negatif olarak gozlenen 6rnek yiizdesi

ELI=A

100

ED

&0

i by

40

2o

a
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40

&0 BO 100
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Sekil 4.42. ELISA’nin sensitivitesi ve spesifitesi.

Tablo 4.12. Diger testlerin IF’ye gére duyarlilik ve 6znelliklerinin kargilagtirilmast

Comparison of ROC curves

Variable 1
Variable 2
Classification variable

IHC
ELISA
IF_Gold

Sample size
Positive group 2
Negative group °
dIF_Gold=1
bIF_Gold=0
Variable

AUC SE?®

117
61 (52,14%)
56 (47,86%)

95% CI ©
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IHC 0,873 0,0310 0,798 to 0,927
ELISA 0,770 0,0333 0,683 to 0,843

3 DeLong ve ark.®
b Binomial exact

Pairwise comparison of ROC curves

IHC ~ ELISA

Difference between areas 0,103
Standard Error @ 0,0392
95% Confidence Interval 0,0261 to 0,180
Z statistic 2,626
Significance level P =0,0086

3 DeLong ve ark.®

100

vty
&

=1

20 a0 =0 BD p ]
100-Specificity
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Sekil 4.43. IHC ve ELISA testinin IF’ye gore sensitivitesi ve spesifikligi.

Bu iki test IF dikkate alindigi zaman egri altinda kalan alan bakimindan THC,
ELISA’ya gore daha biiyiik bir alana sahip oldugu i¢in bu iki testin IF’ye gore sensitivitesi

ve spesifikligi farklidir.

Tablo 4.13. Ki-kare Testi ile testlerin altin standarttan farkliliginin 6nemi

Chi-squared test

Codes X IF_Gold
Codes Y IHC
Codes X
Codes Y 0 1
0 53 9 62 (51,7%)
1 6 52 58 (48,3%)
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59 61 120
(49,2%) (50,8%)
Chi-squared test
Chi-squared 67,130
DF 1
Significance level P <0,0001
Contingency coefficient 0,599

ol
o

] |
[~

Sekil 4.44. THC’nin saglikli ve hasta hayvanlar1 belirlemedeki hata pay1.

Grafikten goriildiigii izere IF altin standard olarak kabul edildigi zaman [HC’nin
saglikli hayvanlar belirlemedeki hata pay1 hasta hayvanlari belirlemedeki hata payindan
daha biiytiktiir. IF’nin populasyonun % 100’tinii saglikli olarak belirledigi durumda THC
% 90’1 saglikli gosterirken, IF’nin populasyonun % 100’{inii hasta olarak gosterdigi

durumun [HC %385 ‘ini hasta olarak gostermektedir.

Tablo 4.14. Ki-kare Testi ile ELISA testinin altin standarttan farkliliginin 6nemi

Chi-squared test

Codes X IF_Gold
Codes Y ELISA
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Codes X
Codes Y 0 1
0 55 27 82 (70,1%)
1 1 34 35 (29,9%)
56 61 117
(47,9%) (52,1%)

Chi-squared test

Chi-squared 40,189
DF 1
Significance level P <0,0001
Contingency coefficient 0,506

1
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Sekil 4.45. ELISA’nin saglikli ve hasta hayvanlar1 belirlemedeki hata pay.

Grafik incelendiginde ELISA yonteminin saglikli hayvanlari belirlemedeki hata
payr IHC yontemine gore daha az, hasta hayvanlar1 belirlemedeki hata payr IHC ile
yakindir. Yani IF’nin % 100 saglikli olarak belirledigi populasyonun, ELISA %98’ini
saglikli olarak gostermektedir. IF nin populasyonun %100’{in{i hasta olarak belirledigi

durumda, ELISA %355 ‘ini hasta olarak gostermektedir.
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Tablo 4.15. Ki-kare Testi ile ELISA ve IHC testlerinin farkliliginin 6nemi

Chi-squared test

Codes X IHC
Codes Y ELISA
Codes X
Codes Y 0 1
0 57 25 82 (70,1%)
1 2 33 35 (29,9%)
59 58 @ 117
(50,4%) (49,6%)
Chi-squared test
Chi-squared 39,598
DF 1
Significance level P <0,0001
Contingency coefficient 0,503

100

O

30

20

1o

Sekil 4.46. ELISA yonteminin IHC yontemine gore saglikli ve hasta hayvanlari
belirlemedeki hata pay.

Sekil 4.44 ve Sekil 4.45’in her ikisini yorumlayacak olursak IHC’nin hastaligi
belirleme yiizdesi %85 iken, ELISA’nin %55 orandadir Bundan dolay1, her iki testin
diagnostik acidan IF’den farkh oldugu, ancak IHC’nin ELISA’ya kiyasla daha
giivenilir oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Sigirlarda Solunum Sistemi Hastalik Kompleksi, yogun arastirma ve Onleme
calismalarina ragmen si18ir yetistiriciligi enddistrisi i¢in 6liimciil bir sorun olmaya devam
etmektedir.> %! Enfeksiyonun olusumasinda virus ve bakteriler gibi canli hastalik
etkenlerinin yanisira gevresel veya konakgiya bagh cesitli stres faktorlerinin de rol
oynamas1 hastalig1 kompleks bir hale getirmektedir. %

S1gir pnomonilerinin epidemiyolojik olarak prevalansinin belirlenmesine yonelik
yapilan c¢alismalarda pnomoni oranmnin  %3.6 ile %65.83 arasinda oldugu
bildirilmektedir.®*°" Sunulan ¢aligma ile Erzurum ilinde kesimi yapilan sigirlarda, kesim
sonras1 makroskobik olarak pnémoni tespit edilen akcigerlerde BoHV-1 etkeninin varligi
belirlenmis ve bu akciger orneklerinde gozlenen patolojik degisiklikler tanimlanmaistir.
Dogu Anadolu Boélgesinde yapilan calismlarda pnomoniler %9.59% ile %11.96%
oranlarinda bulunmustur. Sunulan bu c¢alismada ise sigir akcigerlerinde 120/1023
(%11,73) oraninda pndémoniye rastlanmistir. Arastirmanin yiritiildiigii Dogu Anadolu
Bolgesinde isletme sartlarinin yetersiz, yerli ve kiiltiir irk1 hayvanlarin gesitliliginin
oldugu, hayvan hareketlerinin kontrol edilemedigi, beslenmenin ¢ogunlukla meraya
dayali oldugu ve olumsuz iklim kosullarinin hiikkiim siirdiigii bu illerde pnomonilerin
yiiksek insidenste goriilmesinin nedeni olarak diisiiniilmektedir.

Akcigerlerin enfeksiyoz etkenlere inhalasyon yoluyla maruz kaldigi olaylarda
hastaligin cogunlukla kraniyoventral loblarda sekillendigi bildirilmektedir.® Buna karsin
viral etkenlerden kaynaklanan pnomoniler genellikle dorsokaudal loblara yerlesim
gosterme egilimindedir.®*® Sunulan calismada irinli bronkopnomoniler ve fibrinli
bronkopnomonilerin ¢ogunlukla kraniyal loblarda sekillendigi buna karsin intersitisyel
pnomonilerin kaudal loblarda yerlesim gosterdigi tespit edilmistir. Pnomoniler

cogunlukla makroskobik goriinlimlerine gore smiflandirilir. Ancak ¢ogu zaman
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pnoémonileri sadece makroskobik goriiniime gére siniflandirmak goriiniimlerin birbirine
yakin olmasi nedeniyle zorluklara neden olmaktadir.® % 1% Bu nedenle pnomonileri
smiflandirirken mikroskobik 6zelliklerine de dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
calismada pndmoniler Mc Gavin ve ark.’nin* yapmis oldugu siniflandirmaya uygun
olarak makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerine gore degerlendirildi. Makroskobik ve
mikroskobik bulgular 1s1g1nda yaptigimiz degerlendirme sonucu ¢alismada pndmoniler
irinli bronkopndémoni 8 (%6.7), fibrinli bronkopndémoni 6 ( %5), intersitisyel pnémoni
101 (%84.1) ve graniilomatéz pnomoni 5 (%4,2) adet olarak tespit edildi.

Belkhiri ve ark.!®® yaptiklari calismada inceledikleri 870 akcigerde %0.39
oraninda irinli bronkopnémoniye rastlamis olup makroskobik olarak parazitik ve nekrotik
pnomoni gdzlemlemislerdir. Irinli bronkopndmoniler incelendiginde ¢alismalarda
insidensin iilkeden iilkeye, bdlgeden bdlgeye farklilik gdstermis oldugu dikkat
cekmektedir. Yurt disinda yapilan bu ¢alismalarda irinli bronkopndmoninin prevalansi
%15 ile % 30.7 arasinda degisirken, 0% 192103 {ilkemizde bu oran %5.29 ile %32.32
arasinda tespit edilmistir.® % % Calismamizda ise irinli bronkopnomoni’nin prevelansi
%6.7 olarak belirlenmistir. Calismalardaki bu oranlarin farkliligi hayvanciligin tipi,
hayvan 1rki, yas1 ve Orneklerin toplanma sekli ile iligkilendirilmistir. Ayrica c¢alisma
materyalini mezbahada kesilen besi sigirlarinin olusturmas: sebebi ile bolgedeki akut
hastalikli hayvanlar yerine ¢ogunlukla kronik nitelikli pndmonili hayvanlarin yer almasi
calismalarda tespit edilen diisiik oranlarmn bir nedeni olmus olabilir. Irinli pndmonilerde
mikroskobik olarak brons, bronsiyol, alveol epitellerinde dejenerasyon ve deskuamasyon,
limenlerinde nétrofil ve bu yapilara ait dokiilmiis epitel hiicrelerinden meydana gelen
eksudat, kronik olgularda ise yer yer lenfosit hiicre infiltrasyonuna rastlandigi
bildirilmektedir.38 % 101,104,105 qunylan ¢alismada da yukaridaki literatiirlere benzer sekilde

alveol ve brons-bronsiyol liimenlerinde bol sayida nétrofil 16kositlerin ve dokiilmiis

65



alveol ve brons-bronsiyol epitellerin olmasi, mikroskobik bulgularin literatiir bulgulariyla
uyumlu oldugunu géstermektedir.

Sigir akcigerlerinde yapilan galismalarda fibrinli pndmoniye % 4.52 oraninda
ve % 9.6'%, iilkemizde ise yapilan galismalarda %8 ile %16.35 oraninda fibrinli pnémoni
gozlendigi bildirilmistir. 3%% Bu calismalardan %8 olarak bildirilen oran Altun ve
Saglam®® tarafindan ilimizde yapilan bir calismada tespit edilmistir. Sunulan bu
calismada da ise % 5 oraninda fibrinli pnémoni tespit edilmistir. Her iki ¢alismada da
benzer insidensin ¢ikmasi ilimizde fibrinli pndmonilerin insidensi azalsada 6nemini hala
korudugunu hala gostermektedir. Bu nedenle fibrinli pndmoniye neden olan yapici
faktorler ile hazirlayici faktorlerin iyi irdelenmesi gerekmektedir. Fibrinli pnémoniler,
cogunlukla akcigerin kraniyoventral loblarinda, lober pnémoni seklinde ve ploranin eslik
ettigi alacali mermer goriiniimiindeki pléropnomoniye sahiptir.®® Sunulan calismada
olgularin lober karakterde olmasi, cogunlukla kraniyal loblarda gézlenmesi, alacali
mermer goriiniimii ve ploranin genelde akcigere yapisik olmasi literatiir®” % % verilerine
uygun olarak goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda fibrinli pndmonilerde mikroskobik
olarak kapillar damarlarda yogun hiperemi, brons, bronsiyol ve alveol liimenlerinde
fibrinden zengin bir eksudat, dokiilmiis epitel hiicreleri bulunurken, plora ve interlobuler
septal dokuda kalinlasma gozlenmis olup sunulan c¢alisma ile benzer oldugu
belirlenmistir.38 % 101 104 Synylan caligmada tespit edilen 6 fibrinli bronkopndémoninin
4’tinde BoHV-1 pozitifliginin gozlenmesi fibrinli bronkopndmonilerin altinda BoHV-1
enfeksiyonunun olabilecegini gdstermektedir. Ilimizdeki fibrinli bronkopndmonilerin
olusmasinda bagka viruslarin etkisinin de oldugunu ortaya koyacak ¢aligsmalara ihtiyag
vardir.

Incelenen literatiir kaynaklarinda intersitisyel pnémoninin diger pnémonilere gore

daha yiiksek oranda oldugu bildirilmektedir.?® 3 9. % intersitisyel pndmoniye, yurt
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disinda % 7.2 ile % 50 arasinda rastlandig1,'% 19 Tiirkiye’de ise %20.93 ile %45.25

oraninda rastlandig1 bildirilmistir. 3%

Benzer sekilde Erzurum ilinde yapilan bir
calismada ise % 42 oraninda intersitisyel pnomoni oldugu bildirilmektedir.®® Sunulan bu
calismada ise % 84.1 oraninda intersitisyel pndmoniye rastlanmistir. Sunulan ¢alismada
intersitisyel pnomonilerde gozlenen akcigerlerin kollobe olmamasi, kivamli, kesit
yiizeyinin kuru, ploranin etkilenmemis ve subploral lenf diigiimlerinin siskin olmas1 gibi

makroskobik bulgularin diger calismalarla®® % 101

uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yapilan
calismalarda mikroskobik incelemelerde, interalveolar septumlarda kalinlasma,
peribronsiyal-peribronsiyoler lenfoid doku ve epitelde hiperplazi, bronkointersitisyel
pnoémoni olgularinda liimende yer yer eksudata rastlandigi, bazi literatiirlerde sinsityal
dev hiicrelerin bulundugu bildirilmistir.* 3% % 194 Sunulan calismada elde edilen
interalveolar septumda kalinlagma, brons ve bronsiyol liimenlerinin bos, peribronsiyal
lenfoid dokuda hiperplazi’nin sekillenmesi gibi mikroskobik bulgular literatiir bilgisini
desteklemektedir. Sunulan ¢alismada BoHV-1 etkeni hem IHC hemde IF yontem ile
tespit edilen 101 intersitisyel pnomoni 6rneginin yaklasik yarisinda bulunmustur. Bu
durum viral etkenlerin intersitisyel pnomonilerde 6nemli oranda bulundugunu belirten
diger literatiir bilgiler ile desteklenmektedir.* 3

Graniilomat6z pnomoniler kronik seyirli, genellikle akcigerlerde lokal ya da
diffuz olarak yerlesen, farkli biiyiikliikte granulomlara neden olan pnémonilerdir.t®
Graniilomatéz pnomonilere, 06zel boyalarla belirlenen Mycobacterium spp.,
Actinobasillosis spp., gibi bakteriyel etkenler, mantar etkenleri veya silikoz gibi yabanci
cisimler neden olmaktadir.}®® 1 Sunulan ¢alismada 5 (% 4.2) adet graniilomatdz
pnémoniye rastlanmis olup etken identifikasyonu yapilmamistir. Tespit edilen bu 5

ornegin 3’linde aym1 zamanda BoHV-1 etkenine rastlanmis olmasi, graniilomatoz

pnomonilerde viral etkenlerinde bulunabilecegini gostermistir.
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Sigirlarda primer olarak solunum sisteminde hastalik olusturan viral etkenler
BRSV, PI-3 ve ayrica BoHV-1dir.1% BoHV-1 etkeni hastalik olusturduktan sonra
solunum veya genital mukozay1 innerve eden sinir gangliyonlarinda latent olarak kalir ve
immunsupresyon durumlarinda bdyle hayvanlar virlisii belli araliklarla sagabilirler.
BoHV-1 ile enfekte hayvanlarda Mycoplasma haemolytica, Pasteurella multocida ve
Histophilus somnis gibi sekonder etkenler kolaylikla geliserek Oliimlere neden
olabilirler.*®

BoHV-1 enfeksiyonlar1 akcigerlerde brons ve brosiyol epitel hiicrelerinde,
sinsityal dev hiicrelerde eozinofilik intraniikleer inkluzyon cisimleri ile karakterizedir.1
Sunulan ¢alismada BoHV-1’in tespit edildigi olgularda brons ve bronsiyollerde nekroz
tablosuna rastlanirken, sinsityal dev hiicrelerde eozinofilik intraniikleer inkluzyon
cisimleri gozlenmemistir. Sunulan ¢aligmada inkliizyon cisimciklerinin gézlenmemesi,
mezbahada kesilen hayvanlar arasindan se¢ilmesi, bu hayvanlarda hastaligin kronik yada
latent oldugunu akla getirmektedir. Bu durumda da inkliizyon -cisimciklerinin
goriilmemesi literatiir bilgi ile uyumluluk gostermektedir. > %110

Giintimiizde BoHV-1’in teshisinde viriis izolasyonu, PCR, Western Blot, dokudan
floresan antikor teknigi, ELISA ile antijen belirleme ve immunperoksidaz boyama
yontemleri kullanilmaktadir.* 1% 112 Sunulan ¢aligmada 120 pndmonili akciger
orneginden Antijen ELISA testi, IHC boyama yontemi ve indirek floresan antikor
teknigiyle BoHV-1 pozitiflikleri belirlenmistir.

ELISA yontemi kullanilarak BoHV-1 etkenin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar
diinyada ve tilkemizde ¢ogunlukla seroprevalans ¢alismasi seklinde olup, dokudan direk
antijen ELISA yontemi ile etken belirlenmesine yonelik caligmalar olduk¢a simirhdir.

Diinya’da yapilan ¢alismalarda antikor ELISA testi ile serum 6rneklerinde % 17.4 - %70

oraninda pozitiflik bulunmustur. 3 1415 Kampa ve ark.%! Tayland’da yaptiklar
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caligmada 2002 ile 2004 yillar1 arasindaki topladiklari tank siit drneklerinde sirasiyla %61
ve %48 oraninda BoHV-1 pozitifligine rastlamislardir. Singh ve ark.!'® yine antijen
ELISA yontemi ile Hindistan’da yapmis olduklar1 ¢alismada 333 adet nasal swap
orneginden %11.1 pozitiflige rastlamiglardir. Genel bir degerlendirme yapilirsa diinyada
BoHV-1’in seroprevalans1 Afrika’da %14-86%4%, Amerika’da %36-48°%, Cin’de %36%,
Ingiltere’de %43%" olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar daha ¢ok serolojik tan1 yontemi tizerine olup, birgok
bolgede et ve siit sigirlar arasinda etken yaygin olarak tespit edilmigtir, 2 31 33, 117, 118
Tiirkiye’de virusun ilk tespiti Erhan ve ark.*® tarafindan 1971 yilinda inanli Ciftligi ve
Karacabey Harasi’nda 100 sigira ait kan Orneginden serum noétralizasyon testi
kullanilarak yapilmis ve bu caligmada % 28 oraninda spesifik antikor pozitifligi
belirlenmistir. Bu ¢aligmadan sonra ¢ok sayida virolojik ve serolojik ¢alisma yapilmistir.
Alkan ve ark.®® kamu isletmelerinde yaptiklari calismada IBR enfeksiyonunun
seroprevalansint % 59,70 olarak belirlemislerdir. Giirtiirk ve ark. 3! *nin yaptiklar
calismada, 928 adet s1g1r kan serumunda BoHV-1 virusuna karsi % 56,1 oraninda spesifik
antikor varligi saptandigi bildirilmistir. Giiler ve ark.!’® mezbahada kesimi yapilan
sigirlardan aldiklar1 kan serumlar ile %35 oraninda seropozitiflik elde etmislerdir.
Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada IBR-IPV antikorlar1 yoniinden kontrol edilen
486 adet kan ve siit 6rneklerinden kan serumlarinin 359 tanesinde (%74), siit serumu
orneklerinin 209 adedi (%43) pozitif olarak gézlenmistir.® Karadeniz Bélgesinde yapilan
caligmada Samsun’da 302 sigir kan serumundan 133 adedi (%44.03), Sinop’ta 62 kan
serumundan 23 adedi (%37.09), Amasya’da 62 kan serumundan 42 adedi (67.74),
Tokat’ta 75 kan serumundan 26 adedi (%34.66) seropozitif olarak bildirilmistir.}*8
5

Kuzeydogu Anadolu Boélgesinde halk elindeki sigirlarda Yildirnm ve Burgu’nun

yaptiklar1 calismada BoHV-1 seropozitifligi % 59,48 olarak bildirilmis olup, ayni
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calismada Erzurum ilinde 82 kan 6rneginden 31 adetinde (% 37.8) pozitiflik goriilmiistiir.
Serolojik olarak yapilan ELISA testlerinde antikorlarin pozitif olarak belirlenmesi cogu
kez anlamli olmamaktadir. Antikor yoniinden serum pozitifligi cogu kez ge¢irilmis yada
latent bir enfeksiyonu gosterebildigi gibi solunum sistemi disindan kaynaklanan bir
enfeksiyonu da isaret edebilmektedir. Bu nedenle dokuda antijenin gosterilmesi hastalik
etkeni i¢in en dogru yol olmaktadir.

Antijen ELISA ile dokudan BoHV-1’in belirlenmesine yonelik c¢alismalar
diinyada ve iilkemizde yok denecek kadar azdir. Elhassan ve ark.'?° vajinal svap, uterus
stvist, plasenta ve kan drneklerinde antijen ELISA ile yaptiklari calismada %0 ile %33.3

arasinda BoHV-1 pozitifligi tespit etmislerdir. Saeed ve ark.?%:122

ise deve akcigerlerinde
BoHV-1’in antijen ELISA ile belirlenmesine yonelik yaptiklar iki farkli ¢aligmada %2
ve %]1.6 oraninda pozitiflige rastladiklarini bildirmektedirler. Ulkemizde dokudan
antijen ELISA ile BoHV-1 in belirlenmesine yonelik bir ¢alismada 24 sigir akcigerinde
pozitiflige rastlamamistir. 1% Sunulan galismada antijen ELISA ile 117 pnémonili sigir
akcigerinde 35 adet ( %29.,9) pozitiflige rastlanmistir. Sunulan calismada kullanilan
Antijen ELISA kitinde plate’nin tabani virusun tiim yiizey glikoproteinleri ile kaphdir.
ELISA tabanli g¢aligmalarda glikoprotein yapilarmin antikorla temas etmesi gerekir.
Calismada Antijen ELISA ile pozitiflik oraninin yapilan IHC ve IF yontemlerinde elde
edilen pozitiflik oranindan diisiik ¢ikmasinda dokularin dondurma-¢ézdiirme ve
homojenizasyon asamasinda virusun bu glikoprotein yapilarini kaybetmesi ve antikorla
baglanmanin tam anlamiyla olusmamasiyla agiklanabilir.

Dokularda BoHV-1 antijenlerinin IHC yontemi ile belirlenmesine yonelik ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir.% 110 123126 Narita ve ark.!'° endobronsiyol uygulama ile

buzagilarda topladiklar1 6rneklerde Pasteurella haemolytica ve BoHV-1 etkenlerini

incelemisler ve BoHV-1 immunpozitiflikliginin solunum yollarinin tamaminda
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gozlendigini bildirmislerdir. Arastirmada enfekte olan bu hiicrelerde dejenerasyon,
deskuamasyon ve rejenerasyona da rastladiklarini bildirmislerdir. Crook ve ark.'? 400
abort fotustan otolize olmayanlarin organlarini (beyin, fotal sivi, kalp, karaciger, akciger,
plasenta) inceledikleri calismada 9 akcigerden 5’inde (% 55.6) BoHV-1 pozitifligine
rastlamislardir. Smith ve ark.'?® 87 abort fotusun organlarindan (akciger, karaciger,
bobrek, dalak, timus) immunperoksidaz yontemiyle BoHV-1 antijenini belirlemek i¢in
yaptiklart ¢alismada 17 (%19.5) akcigerde immunpozitiflige rastlamiglardir. Szeredi ve
ark.?* 48 buzag1 akcigerinde 47 adet pnomoni olgusuna rastlamis ve bu 47 akcigerin
enfeksiyoz ajan tespit edilen 40 tanesinden 1’inde (%2.5) immunohistokimyasal boyama
yontemiyle BoHV-1 pozitifligine rastlamiglardir. Ayn1 ¢alismada BoHV-1 antijenleri
brons, bronsiyol ve alveol epitel hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda, brons,
bronsiyol ve alveolar yangisal eksudatta, en yaygin ise akut doku nekrozu olan bolgelerde
gdzlenmislerdir. Moeller JR. ve ark.}?® 2980 buzagi akcigeri incelemis ve bunlardan
62’sinde BoHV-1 immunpozitifligine rastlamislardir. immunpozitif boyanmaya brons,
bronsiyol epiteli, stromal konnektif doku ve bazi damar duvarlarinda rastlanmiglardir.
Ceribasi ve ark.”® 247 adet pndmonili sigir akcigerinden PI3, BRSV, BAV3 ve BoHV1
antijenlerini belirlemeye yonelik yaptiklart ¢alismada 6 adet (2.43%) BoHV-1
immunpozitifligi goézlediklerini bildirmektedirler. Immunpozitif boyanmanin bronsiyal,
bronsiyol ve alveolar epitel hiicrelerinde intrasitoplazmik olarak sekillendigi
kaydedilmektedir. Ayrica bronsiyollerin liimenindeki eksudatta, alveolar makrofajlarda
da immunpozitiflikler goriildiigii bildirilmektedir. Sunulan ¢alismada 120 pnomonili
akcigerin 58 (%48.3)’inde BoHV-1 IHC immunpozitifligi belirlenmistir. BoHV-1
immunpozitifligi pndmoni tiplerine gore incelendiginde, 50 intersitisyel pndmonide, 1
irinli pnomonide, 4 fibrinli pndmonide, 3 graniilomatéz pnomonide rastlanmistir.

Lokalizasyon olarak immunpozitiflikler brons, bronsiyol epitelinde, BALT’ta
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lenfositlerde, eksudatta, interalveolar septumda lenfosit ve makrofajlarda, damar
duvarinda, plorada gézlendi. Elde edilen bu bulgular ile yapilan ¢alismalarin uyumlu
oldugu dikkati ¢ekti.

Immunofloresan boyama teknigi, viral antijenleri hiicre kiiltiri ve doku
orneklerinde tespit etmekte kullanilan bir yontemdir. ?” Bu teknik viriis izolasyonu ile
kiyaslandiginda daha kisa zamanda ve kolaylikla uygulanabildigi i¢in tercih edilmektedir.
Ozellikle dliimden 48 saate kadar canli kalabilen viriislerin belirlenmesinde daha sensitif
oldugu vurgulanmaktadir. 12 Yapilan galismalarda sigirlarda BoHV-1 etkeninin solunum
sisteminde olusturdugu enfeksiyonlarin teshisinde immunofloresan yonteminin hizl
teshis igin basarili bir sekilde kullanildig1 goriilmektedir.®> % 112129 Her ne kadar bu
teknik virtisiin hizli ve kolay tespiti igin yaygin olarak kullanilsada dokunun morfolojik
yapisim belirlemede yeterli olmamaktadir.® Nettleton ve ark. ° 107 IBR salginindan
stiphelendikleri olgudan 200 adet svap almis ve bu svaplardan indirek floresan
yontemiyle %14.5 oraninda immunpozitiflige rastlaniglardir. Graham ve ark.>? 87 akut
ve iyilesmis durumdaki hayvandan aldiklar1 serumlardan indirek immunofloresan
yontemiyle 58 (%66.6) adet BohV-1 spesifik IgM belirlemislerdir. Intisar ve ark.'?? 186
pnomonili deve akcigerinden antijen ELISA testiyle %1.6 BoHV-1 pozitifligine rastlamig
ve immunofloresan yontemiyle de % 1.6 pozitiflik bularak biitin ELISA pozitiflerin
dogrulugunu onaylamustir. Ceribasi ve ark.%® 247 adet pnémonili sig1r akcigerinde direk
floresan antikor yontemiyle 11 adet (%4.45) immunpozitiflige rastlamistir.
Immunpozitifliklere alveol ve brons, bronsiyol epitelinde intrasitoplazmik olarak
rastlamiglardir. Sunulan ¢alismada 120 pnémonili sigir akcigerinden immunofloresan
boyama ydntemiyle 61 adet (%50.8) immunpozitiflige rastlanmistir. immunpozitiflikler

brons, brongiyol ve alveol epitellerinde, interalveolar bolgelerde ve eksudatta
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intrasitoplazmik olarak rastlanmistir. Bu bulgular literatiir verileriyle uygunluk
gostermektedir.

Literatiirde altin standart®*® 3! olarak kabul edilen IF testi bu calismada da altin
standart olarak kabul edildi. IHC’nin IF testine gore spesifikligi %89.3 sensitivitesi
%85.2, ELISA’nin IF testine gore sensitivitesi %55.74, spesifikligi %98.21 olarak elde
edilmistir. Collins ve ark.!*® BoHV-1 in varligmi belirlemeye yonelik yaptiklari
calismada antijen capture ELISA yOnteminin sensitivitesini % 64, spesifitesini ise % 100
bulmuslardir. Yaptigimiz ¢alismada da ELISA’ nin sensitivitesi diisiik, spesifitesi yiiksek
yiizdeli olarak goriinmektedir. Calismamizda kullandigimiz IHC ve Antijen ELISA testi
IF dikkate alindiginda farkli AUC’ye sahiptir. Yani bu iki testin I[F’ye gore sensitivite ve
spesifiteleri farklidir. Bu iki testten IHC’nin sensitivitesi ve spesifitesinin ELISA
yontemine gore yiiksek olmasi saha sartlarinda IHC ve ELISA ile yapilacak testlerde

IHC’nin daha giivenilir oldugunu gostermektedir.
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada sigir yetistiriciliginde 6nemli verim kayiplarina neden olan solunum
sistemi hastalik kompleksinin olugsmasinda onemli bir yer tutan BoHV-1’in
pnomonilerindeki yayginliginin farkli teshis metodlar1 ile ortaya konulmasi amaciyla
yapilmistir. Sunulan ¢alismada pnémonili sigir akcigerlerinde BoHV-1’in belirlenmesine
yonelik yapilan immunohistokimyasal boyamada %48.3 ve immunofloresan boyamada
% 50.8 immunpozitiflige, antijen ELISA testinde ise %29.9 pozitiflige rastlanmistir. Bu
bulgular dikkate alindiginda ilimizdeki sigir pnomonilerinde BoHV-1 etkeninin yaygin
olarak bulundugu gézlenmektedir.

Teshis amaci ile kullanilan bu yontemlerin kendi aralarinda istatistiksel olarak
karsilastirilmasi sonucunda IF boyama yonteminin teshiste [HC ve ELISA testinden farkli
oldugu saha sartlarinda pozitiflikleri belirlemede ise IHC nin ELISA testine gore daha
giivenilir oldugu sonucuna varilmistir. Bundan dolayr ELISA testinin her ne kadar
laboratuvar sartlarinda hizli ve kolay uygulanabilirlik avantaji olsa da enfeksiyonun
varliginin daha dogru tepiti agisindan immunohistokimyasal ve immunofloresan

testlerinin yapilmasi gerektigi tespit edilmistir.
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