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ONSOZ

Sigirlarda genital sistemi etkileyen viral, paraziter ve bakteriyel birgok etken, enfeksiyon
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genetik alt tipleri, bolgesel farkliliklar gostererek abort vakalarinin siddetini ve zamanini
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OZET

Abortlar, neonatal Sliimler ve dol tutmama sorunlari hayvan yetistiriciligindeki 6nemli
iretim kayiplaridir. Abortlar ve dol tutmama vakalar1 viriis, bakteri, protozoa ve mantar
enfeksiyonlar1 kaynakli olabilmektedir. Bu tezde, Ankara, Corum, Kirikkale ve Yozgat
illerinde abort ve infertilite problemleri bildirilmis olan ineklerde BVDV, BHV-1, BHV-4,
BHV-5 ve Brucella’nin epidemiyolojik yonden incelenmesi ve kan parametreleri ilizerine
etkisinin karsilagtirilmasi amag¢lanmigtir. 15 aylik ve tlizeri yastaki toplam 656 inekten tam
kan ve kan serumu oOrnekleri toplandi. Brucella varligi rose bengal pleyt testi ile %6.85
(45/656) ve serum tiip agliitinaston testi ile %6.25 (41/656) olarak tespit edildi.
Seropozitiflik oranlar1 Brucella negatif serum o6rneklerinde sirasi ile BVDV igin 436/615
(%70.89), BHV-1 i¢in 254/615 (%41.3), BHV-4 igin 177/615 (%28.78) olarak belirlendi.
BVDV, BHV-1 ve BHV-4’e spesifik ortak antikorlar %18.69 (117/615) oraninda belirlendi.
BHV-1 antijeni, seropozitif tam kan orneklerinde PZR ile %0.39 (1/254) oraninda tespit
edilir iken, BHV-4 ve BHV-5 belirlenemedi. BVDV antijeni RT-PZR ile %3.55 (18/506)
oraninda tespit edildi. BVDV ve BHV-1 pozitif oérneklerin sekans ve filogenetik analizleri
yapildi. Elde edilen sonuglara gore belirlenen BVDYV viriislerin Kirikkale’de ve Tiirkiye’de
daha oOnceden rapor edilen pestiviriis tiplerine yakin ve BVDV-1 karakterinde oldugu
belirlendi.

Viriislerin hematolojik parametrelere olan etkileri 360 tam kan &rneginin kontrol
grubu ile karsilastirmali istatistiksel analizi sonucu belirlendi. BVDYV i¢in; mean corpuscular
volume (MCYV), yiizde hematokrit (Hct%), mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) ve mean platelet volume (MPV), BHV-1 i¢in; MCV, Hct% ve MPV, BHV-4 i¢in
ise MPV degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar belirlendi (p
<0.005).

Sonug olarak, belirtilen illerde Brucella. BHV-1, BHV-4 ve BVDV varligiin detayli
arastirildigi ilk calismadir. Klinik belirtiler ve kan parametrelerdeki degisiklikler viral
enfeksiyonlarin teshisinde 6nemli rol oynamasina ragmen, kesin ve ayirict tanida virolojik

testlerin 6nemli oldugu bir kez daha belirtilmistir.

Anahtar Soézciikler: Abort etkenleri, filogenetik analiz, hematolojik parametreler,

seroprevalans, s1g1r



SUMMARY

Abortion, neonatal deaths and infertility mainly important production losses in livestock
industry. The abortions and infertility were attributed to virus, bacteria, protozoa and fungi
infections. The aim of the thesis was to determine epidemiological data and comparison
blood parameters of BVDV, BHV-1, BHV-4, BHV-5 and Brucella—associated cattle which
were reported with abortion and infertility problems previously in Ankara, Corum, Kirikkale,
and Yozgat provinces. Whole blood and sera samples were obtained from totally 656 cattle
that are over age of 15 months. Brucella was detected as 6.85% (45/656) by rose bengal
plate and 6.25% (41/656) by serum tube agglutination test. The seropositivity rates were
detected by ELISA as BVDV 436/615 (70.89%), BHV-1 254/615 (41.3%) and BHV-4
177/615 (28.78%) in Brucella negative serum samples respectively. Common specific
antibodies against to BVDV, BHV-1 and BHV-4 were determined 18.69% (117/615). BHV-
1 antigens were detected 0.39% (1/254) in seropositive whole blood samples via PCR, but
BHV-4 and BHV-5 were not. BVDV antigen rate was detected 3.55% (18/506) by RT-PCR.
BVDYV and BHV-1 PCR positive samples were sequenced and phylogenetic analyses were
carried out. Accordingly this results, some BVDV viruses was close to BVDV-1 and also
close to pestivirus types that previously reported from Kirikkale and Turkey.

Viruses could affect hematological parameters in 360 whole blood samples by
comparing control groups. The percentage of mean corpuscular volume (MCV), hematocrit
value (Hct%), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), mean platelet volume
(MPV) for BVDV, MCV, Hct(%) and MPV values for BHV-1, MPV values for BHV-4 were
determined statistically significant differences between the groups (p <0.005).

As a result presence of Brucella BHV-1, BHV-4 and BVDV were carried out detail
investigation in these cities. Although diagnosis of viral diseases plays important role clinical
observations and blood parameters, it is clearly found like others that virological test are

necessary to precise and differential diagnosis.

Key Words: Abortion agents, cattle, hematological parameters, phylogenetic analysis,

seroprevalance



1. GIRiS

1.1.  Brucella Enfeksiyonu

1.1.1. Etiyoloji

Brucella bircok hayvan tiirlinde genital organlar1 enfekte ederek, bogalarda
epididimitis ve orsitise, ineklerde dol tutmama ve abortlara neden olan bakteriyel bir
etkendir (WHO 2006). Brucella etkenleri Okaryotik o-proteobacteria sinifinda
Bartonella, Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium ve Mesorhizobium cinsleri ile
birlikte yer alir (Moreno ve ark. 1990, Boussau ve ark. 2004). Insanlarda enfeksiyon,
hayvanlar ile direkt temas, kontamine ¢ig siit ve tirlinlerinin tiiketimi gibi yollar ile
gergeklesir. Brucella enfeksiyonlari, subakut veya kronik seyirli, zoonoz bir

hastaliktir (Boschiroli ve ark. 2001).

Brucellozis, M.O. 460-M.0O. 370 yillarinda yasanms Hipokrat tarafindan
Yunanistan’a bagh Tasoz adasinda “humma” olarak tarif edilmistir (Tezok ve ark.
1973, Celebi ve Hacimustafaoglu 2004). Literatiirde ilk olarak 19. yiizyilda Malta
adasinda bulunarak rapor edilen hastalik, 1861 yilinda cerrah Jeffery Allen Marston
tarafindan kendisinde de gozledigi enfeksiyon semptomlarini “nedeni belli olmayan
gastrik ates” olarak tanimlamistir (Marston 1863). Bin sekiz yiiz seksen yedi yilinda
David Bruce, Malta adasinda nedeni belli olmayan ates ile seyreden hastalik sonucu
olen askerlerin dalaklarindan izole ettigi ve kiiciik koklar seklinde goriilen bu etkene
“Micrococcus melitensis”’, neden oldugu enfeksiyona ise “Malta Hummas1” veya
“Akdeniz Hummas1” adii vermistir (Bruce 1887). Bin sekiz yiiz doksan yedi yilinda
Hughes tarafindan insanlardaki semptomlar1 goz Oniine alinarak hastalik “dalgali

ates” olarak adlandirilmistir (Hughes 1887). Ayn1 yil Bernhard Bang, Danimarka’da



abort yapmus bir inegin uterus sivilarindan izole ettigi Gram negatif basile
“Bacterium Infectiosa Bang”, hastaliga ise “Bang hastalig1” (Bang's disease) adini
vermistir (Sriranganathan ve ark. 2009). Zammit, 1905 yilinda etkeni ke¢i siitii ve
idrarindan izole ederek, kecilerin M. melitensis’in dogal rezervuar1 oldugu ve ¢ig
keci siitli ile peynirin insanlar1 enfekte ettigini bildirmistir (Zammit 1905). Traum,
1914 yilinda ABD’de aborte domuz fotusunda basil seklindeki bir etkeni izole
ederek, bu etkenin insanlarda goriilen Brucella enfeksiyonlarinda etkili olabilecegini
bildirmistir (Nicoletti 2002). Ulkemizde Dr. Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit
Akalin tarafindan 1915 yilinda B. melitensis’in insandan izole edildigi bilinmektedir.
Bunun éncesinde Kirim savas1 doneminde (1853-1856) Istanbul’da bulunan Hemsire
Florence Nightingale’in de Brucellozise yakalandigi bilgisi rapor edilmistir (Young
1995). Bin dokuz yiiz onsekiz yilinda Amerikali bakteriyolog Alice Evans, keci,
koyun, sigir ve domuzlardan izole edilen etkenlerin morfolojik, kiiltiirel ve
biyokimyasal olarak ayrimmin yapilamayacak kadar benzer oldugunu bildirmistir.
Bununla birlikte Evans, M. melitensis’in bir basil oldugunu ve sigir ile domuzdan
izole edilen etkenin ayni cinse ait oldugunu rapor etmistir (Evans 1918). Meyer ve
Shaw, 1918 yilinda B. abortus, B. melitensis ve B. suis’1 bir grupta toplayarak, bu
konuda ilk 6nemli ¢aligmalar1 yapan Bruce’un onuruna ve ismine ithafen Brucella
grubu mikroorganizmalar, meydana getirdikleri hastalifa da Brucellozis admni
vermislerdir (Meyer ve Shaw 1920). Brucella cinsi bakterilerin tilkemizde sigirlardan
ilk 1zolasyonu 1931-1932 yillarinda Ziihtii Berke tarafindan gerceklestirilmistir
(Celik 1937, Golem 1949). 1953 yilinda Buddle ve Boyes, B. ovis’i ilk defa koglarin
epididimisinden izole etmislerdir (Buddle ve Boyes 1953). B. canis’in 1968 yilinda
beagle ki kopeklerde abortla seyreden bir salginin arastirilmasi sirasinda
Carmicheal ve Bruner tarafindan izole edildigi bildirilmistir (Carmichael ve Bruner
1968). Brucella tirlerinin deniz memelilerinde (fok, yunus, balina gibi) varlig: ilk
olarak, 1994 yilinda Iskogya ve Amerika’dan rapor edilmistir. Takip eden yillarda
arastiricilar tarafindan deniz memelilerine ait iki yeni Brucella tiiriine; B. pinnipediae

ve B. cetaceae ad1 verilmistir (Foster ve ark. 2007a).

Brucella cinsi bakteriler; 0.6-1.5 um uzunlugunda ve 0.5-0.7 um genisliginde,
Gram negatif, kokobasil goriiniimiinde, spor ve flagelladan yoksun hareketsiz

mikroorganizmalardir. Etken, 20-40°C arasinda iireyebilmesine ragmen, optimum



yasama kosullar1 37°C sicaklik ve pH 6.6-7.4 olarak belirlenmistir (Moreno ve
Mariyo 2006, OIE 2009).

Brucella etkenlerinin yiizey katmanlar1 diger gram negatif bakterilerde
oldugu gibi; en igte hiicre membrami (Cell Envelope/CE), bunu c¢evreleyen
peptidoglikan tabakasi (PG) ve dis membrandan (Outer Membrane/OM) olusur. Dig
membran virlilens faktorler olarak tanimlanan lipopolisakkarit (LPS) ve dig membran
proteinlerini (Outer Membrane Proteins/OMPs) igermektedir. Brucella tiirlerinde
bulunan smooth LPS (S-LPS) yapisi;; lipid A, oligosakkarit kor ve O-zincir
polisakkaritinden olusur (Moriydn ve Lopez-Goiii 1998).

Brucella *nin diger 6nemli viriilens faktorleri olan dis membranda bulunan
proteinler grup 2 (36-38 kDa) ve grup 3 (25-27 ve 31-34 kDa) olarak smiflandirilir
(Cloeckaert ve ark. 2002). Grup 2 proteinler, omp2a ve omp2b genleri tarafindan
kodlanan porin benzeri proteinler olarak tanimlanmistir (Ficht ve ark. 1989). Omp25
ve Omp 31 genleri ise grup 3’te yer alan, sirasi ile 25-27 kDa ve 31-34 kDa
agirhigindaki proteinlerin kodlanmasinda gorevli oldugu belirlenmistir (Cloeckaert ve

ark. 1996).

Brucella tiirlerine ait genom organizasyonlar1 farklihik gostermektedir.
B.abortus iki sirkiiler kromozomdan {2.12 Mbp (kromozom 1/Chrl) ve 1.16 Mbp
(Chrll)} olusan, yaklasik 3.3 Mbp uzunlugunda bir genoma sahiptir. Genomda 3296
ORF (Open Reading Frame/Agik okuma cergevesi) agiklanir iken, bunlarm 2158’1
Chrl ve 1138’1 Chrll iizerinde kodlanir (Halling ve ark. 2005). B. melitensis 16M
susu iki sirkiiler kromozomdan (2.11 Mbp ve 1.17 Mbp) olusan yaklasik 3.29 Mbp
uzunlugunda ve 3197 ORF bdlgesi agiklanan genomdan olusur (Del Vecchio ve ark.
2002). B. suis 1330 susu genomu iki sirkiiler kromozomdan (2.1 Mbp ve 1.2 Mbp)
olusan toplam 3.31 Mbp uzunlugunda genoma sahiptir. Genomda 3388 ORF
aciklanirken, bunlarin 2185’1 Chrl ve 1203’1 Chrll iizerinde kodlanir (Paulsen ve
ark. 2002).

Brucella bakterilerinin iiretilmesinde, serumlu dekstroz agar (SDA), kanli
agar, triptoz agar, triptik soy agar (TSA), serumlu patatesli inflizyon agar
kullanilirken, sivi besiyeri olarak Brucella buyyon, triptik soy buyyon (TSB) ve



karacigerli buyyondan yararlanilmaktadir (Cengiz ve Dolap¢1t 1997, OIE 2009).
Brucella tiirlerinin birgogu dezenfektan ve antibiyotiklere duyarlidir. B. abortus’un
stitte yikimlanmasi igin gerekli olan pastdrizasyon 1s1 ve siiresi 61.5°C’de 23 dakika

ya da 72°C’de 12-14 saniye olarak belirlenmistir (Hudson ve ark. 2003).

1.1.2. Epidemiyoloji

Gilintimiizde yedi adet kara ve ii¢ adet deniz kdkenli Brucella tiirii simiflandirmasi; B.
melitensis (ke¢i, koyun, deve), B. abortus (sigir, koyun, keci), B. suis (domuz ve
vahsi hayvanlar), B. canis (kdpekler), B. ovis (koyun), B. neotomae (¢0l ve agag
siganlar1), B. inopinata (konak bilinmiyor) seklinde yapilmistir. Yapilan son
arastirmalarda B. delphini, B. pinnipediae ve B. cetaceae deniz memelilerinden
(balina, yunus, fok) izole edilerek rapor edilmistir (Foster ve ark. 2007a, Whatmore
2009). Brucella tiirlerinden; B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ceti, B.
pinnipedialis ve B. inopinata’nm zoonotik potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir
(Atluri ve ark. 2011). Yapilan calismalarda B. abortus’un evcil ruminantlar disinda
vahsi hayatta su bufalosu (Bubalus bubalus), Afrika bufalosu (Syncerus caffer),
bizon (Bison bison), geyik (Cervus elaphus) ve kurtlar1 (Canis lupus) enfekte ettigi
rapor edilmistir (Tessaro ve Forbes 2004, White ve ark. 2013).

Enfekte gebe sigirlarin uterus igerigi ile fotiis ve fotal zarlarda yogun bir
sekilde bulunan etken, genellikle abort ve/veya dogum sirasinda plasenta, fotal
swvilar ve siit araciligl ile ¢evreye sacilir. B. abortus gebe sigirlarda enfeksiyondan
sonra yaklasik 11. gilinden itibaren ¢evreye sacilmaya baslayarak, dogumun veya
abortun ardindan 15. giine kadar yayilmaya devam eder (Philippen ve ark. 1970).
Sigirlarda bulasma; deri, konjiktiva, solunum sistemi mukozasi ve gastrointestinal
sistemin kontaminasyonu ile gerceklesmektedir (Neta ve ark. 2010). Brucella ile
enfekte ratlarin, siirlara ve insanlara bulasmada onemli bir kaynak oldugu rapor
edilmistir (Baek ve ark. 2005). Arastiricilar ratlar arasinda bulagsmanm o6zellikle

enfekte erkek ratlardan, enfekte olmayan disi ratlara ¢iftlesme yolu ile gergeklestigini



belirlemiglerdir (Islam ve ark. 2013). Buna benzer sekilde insanlar arasinda
Brucella’nm, enfekte erkek bireylerden kadin partnerine cinsel yol ile bulastig1 rapor
edilmistir (Kato ve ark. 2007). Zoonoz bir enfeksiyon olan Brucellozis, insanlara
sindirim, konjiktiva, deri ve nozokomiyal yollar ile bulasir. Ayrica bulasma, ¢ig siit
ve {lriinlerinin (tereyagi, kaymak, taze peynir, krema) tiiketilmesi yaninda enfekte
hayvanlarin karkaslar1 ve vaginal ile fotal akimtilarima temas sonucu gerceklesir
(Corbel 1997, Mesner ve ark. 2007). Bu tarz bulagsma yollar1 g6z oniine alindiginda,
sehirde yasayan insanlar pastorizasyon uygulamalar1 sayesinde Brucella etkenlerine
kars1 korunabilirken, kirsal bolgelerde sigir yetistiriciligi yapan halkin enfekte
hayvanlar ile direkt temas etmelerinden dolayr enfeksiyon riski daha yiiksek

olmaktadir.

Brucella enfeksiyonlarmin Cezayir, Misir, Iran, Irak, Israil, Urdiin, Kuveyt,
Liibnan, Libya, Fas, Filistin, Suudi Arabistan, Somali, Sudan, Suriye, Tunus, Yemen
gibi llkelerde hayvan yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden oldugu rapor
edilmektedir (Refai 2002). Avrupa iilkelerinde ise Bulgaristan, Yunanistan,
Makedonya, Hirvatistan, Sirbistan, Kosova, Fransa, Italya, Irlanda, Portekiz, ispanya
gibi Avrupa iilkelerinde Brucella enfeksiyonlari varligi bilinmekte ve miicadele
programlar1 titizlikle uygulanmaktadir. Bunun yaninda Almanya, Avusturya,
Danimarka, Isvigre, Hollanda, Norveg, Isve¢ ve Ingiltere’nin biiyiik bir kisminin
“Brucella’dan ari” statiisiinde oldugu bildirilmektedir (Taleski ve ark. 2002,

Godfroid ve Kasbohrer 2002, FAO Map 2013).

Ulkemizde insanlarda 1930-1980 yillar1 arasinda 2000 civarinda Brucellozis
vakasi rapor edilirken, 1980 yilindan sonra vaka sayilar1 artis gostererek yaklasik
190.000 civarma gelmistir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi verilerine gore
2000 yilinda Brucella yoniinden incelenen 2674 vakanin 182°si (%14) pozitif olarak
belirlenirken, bu say1 2011 yilinda 66.475 vakanin 5496°s1 (%12) pozitif olarak tespit
edilmistir. (Anonim 2012). Ozellikle 2000 ve 2005 yillar1 arasinda yillik 15.000 vaka
ortalamasi ile toplamda yaklasik 90.000 vaka kaydedilmistir. Ulkemizde hayvanlarda
goriilen Brucella etkenlerinin varligimin tespitine yonelik yapilan g¢aligmalarda
seropozitifligin sigirlarda %2.9-34.78 arasinda illere ve bdlgelere gore degistigi rapor

edilmistir (Ogutman 1972, Aslantas ve Babiir 2000, Sahin ve ark. 2008, Pehlivanoglu



ve ark. 2011, Arserim ve ark. 2012, Yumuk ve Callaghan 2012). insanlarda Brucella
seroprevalanst 1990-2012 yillar1 arasinda pek cok ilde yapilan farkli ¢alismalar ile
%1.3-35.2 arasinda degistigi bildirilmistir (Cetin ve ark. 1990, Durmaz ve ark. 1997,
Kaleli ve ark. 1999, Karabay ve ark. 2004, Cetinkaya ve ark. 2005, Cetinkaya ve ark.
2006, Otlu ve ark. 2008, Arserim ve ark. 2012).

Brucellozis vakalarinin seroprevalansi bu tez kapsaminda 6rnekleme yapilan
illerden Kirikkale’de insanlarda %3-45 (Apan ve ark. 2007, Askar ve ark. 2013),
sigirlarda %2.67-19 (Apan ve ark. 2007, Ocal ve ark 2008, Yildiz ve ark. 2009,
Askar ve ark. 2013) ve koyunlarda 9%35.1-8.73 (Apan ve ark. 2007, Askar ve ark.
2013) olarak belirlenmistir. Yozgat, Corum illerinde insan ve hayvanlarda kitlesel
boyutta epidemiyolojik calismalar agisindan bosluk oldugu goriilmekte ve genis

kapsamli seroepidemiyolojik arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.1.3. Patogenez ve Patoloji

Brucella cinsi lyeleri hedef aldiklar1 konak hiicrelere iyi adapte olabilen, insan ve
hayvanlar icin patojen olan bakterilerdir. Fakiiltatif hiicre i¢i parazitler olarak
tanimlanan Brucella etkenleri, makrofajlar icerisinde canli kalarak akut veya kronik

enfeksiyonlara yol acabilirler (Baldwin ve Winter 1994, Gorvel ve Moreno 2002).

B. ovis disindaki Brucella tiirleri oral yol ile alinmas1 ardindan H. pylori ve Y.
enterocolitica’ya benzer sekilde Tlreaz aktivitesi sayesinde midenin asidik
kosullarindan korunarak, sindirilmeden mideyi direkt gegebilmektedir (Sangari ve
ark. 2007). Mide asidini notralize edici ila¢ veya diyetler ile midenin pH’s1 degistigi
durumlarda, bakteri gegisi benzer sekilde gerceklesir. B.ovis’in iireaz negatif oldugu,
bu nedenle hayvanlar arasinda bulagsmanin genellikle venereal yol ile gergeklestigi
bildirilmektedir (Corbel ve Hendry 1985, OIE 2009). Mide’yi gecen B. abortus,

bagirsak mukoza epitelinde bulunan ve transepitelyal membran transportunda aktif



role sahip M-hiicrelerine (Microfold Cells) affinite duyar. Bir arastirmada B.
abortus’un, BALB/c ve C57BL/6 farelerinde M-hiicreleri apikal ylizeyinde bulunan
hiicresel prion proteini (PrP%) bir reseptor olarak kullandig1 ve konak hiicre igine bu
yolla girebildigi tespit edilmistir (Nakato ve ark. 2012). Intra-epitelyal fagositler B.
abortus’un lamina propria ve submukozasina trans-epitelyal gd¢iinii ve tasinmasini
saglar. Opsonize olan B. abortus komplement veya Fc reseptorleri ile, opsonize
olmayan Brucella ise lektin ve fibronektin reseptorleri aracilig ile etkilesime girerek

penetre olurlar (Carvalho ve ark. 2010).

Brucella i¢in 6nemli viriilens faktorlerinden biri olan LPS’in O-zinciri ile
makrofajim yiizeyinde bulunan lipid-sal (lipid raft) etkilesimi sonucu bakteri konak
hiicre i¢ine girerek, erken fagozomu olusturur (Porte ve ark. 2003, Roop ve ark.
2009). Opsonize bakterilerde, aktif makrofaj igerisinde erken fagozomlar, lizozomlar
ile birleserek fagolizozomlar1 olustururlar. Fagolizozomlarin asidik yapisi opsonize
bakterilerin 6liimiine yol agar (Starr ve ark. 2008). Yapilan deneysel enfeksiyon
calismasinda BHK-21 (Baby Hamster Kidney/Yavru hamster bobrek) hiicreleri
kullanildiginda, atteniie Brucella strain 19 (S19) susunun hiicreleri enfekte
edebilmesine ragmen, etken enfeksiyonun ge¢ asamalarinda Brucella igeren
kompartmanlarin lizozom ile birlesmesi sonucu olusan otofagozomlar igerisinde
yikimlanir (Pizarro-Cerdd ve ark. 2000). Opsonize olmayan Brucella, LPS’in O-
zinciri ile makrofaj yiizeyinde bulunan lipit sala (lipid raft) tutunarak hiicre icine
girer. Enfeksiyondan yaklasik 1 saat sonra Brucella igeren vakuol endoplazmik
retikulum ile etkilesime girer. Bakteri enfeksiyondan 10-12 saat sonra endoplazmik
retikulumda replike olmaya baslar. Enfeksiyonun ardindan yaklasik 48 saat sonra,
hiicre i¢inin tamamen bakteri ile dolmasi veya besin maddelerinin tiikenmesini
takiben bakteri hiicreyi lize ederek disar1 sacilir ve diger hiicrelerin enfeksiyonu

sekillenmeye baslar (Celli 2006, Carvalho ve ark. 2010).

Brucella patogenezinde rol oynayan bir diger viriilens faktor, virB operonu
tarafindan kodlanan “Tip IV sekresyon sistemi” (T4SS)’dir (de Jong ve Tsolis 2012).
T4SS vyapisi, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Bartonella spp.,
Helicobacter pylori, Bordetella pertussis ve Rickettsia prowazekii gibi birgok Gram

negatif bakteride, efektor proteinlerin konak hiicre icerisinde transloke edilmesinde



gorevlidir (Llosa ve ark. 2009). Brucella’da ise bakterinin fagosite edilmesi ile
olusan fagolizozomun asit ortami T4SS’yi uyarir. Uyarilan T4SS ile konak hiicre
sitoplazmasinda tanimlanan 11 Brucella proteininin 5’1 {BAB1 0678 (BspA),
BAB1 0712 (BspB), BAB1 0847 (BspC), BAB1 1671 (BspE) ve BAB1 1948
(BspF)} hiicre icine aktarilir. Enfeksiyon sirasinda bu proteinlerin hiicre salgi
yolagmi etkileyerek konakg¢i protein sentezini engelledigi ve protein salgisini
baskiladig1 belirlenmistir. Bu etkiler ile Brucella interferensi saglanirken, hiicre ici
cogalma ve in vivo persistenligin desteklendigi rapor edilmistir. Bu asamada Brucella
iceren vakuol olusur ve endoplazmik retikulum ile etkilesime girer (Celli 2006,
Myeni ve ark. 2013). Olusan endoplazmik retikuluma baglh kompartmanlar,
Brucella’nin makrofaj, epitel hiicre hatlar1 ve plasental trofoblastlarda hiicre ici
replikasyonu icin  uygun alanlar olusturur. Brucella bu mekanizma ile
retikiiloendotelyal sistemin fagositik hiicreleri ile fagositik hiicre 06zelligi
gostermeyen trofoblastlarda ¢ogalabilirken, kompartmanlar sayesinde persiste

kalarak kronik enfeksiyon halini alabilmektedir (Xavier ve ark. 2010).

B. abortus i¢in 6nemli bir diger viriilens faktoriin betain aldehid dehidrojenaz
(BetB) (Gen Bankasi ID: 006932) oldugu rapor edilmistir. Yapilan deneysel
enfeksiyon calismasinda BetB geninin B. abortus 'un hiperozmotik ¢evre ve ozmotik
stres kosullarina diren¢ saglanmasinda gorevli oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda
bakterinin hedef hiicreye girisinde, hiicre i¢i trafikte ve hiicre i¢i ¢cogalmada rol
oynadig1 tespit edilmistir. Ilaveten arastiricilar B. abortus’un viriilens ve
patogenezinde etkili oldugunu tespit ettikleri BetB geni silinmis mutant Brucella
susunun Brucellozisin kontroliinde canli as1 olarak kullanilabilecegini rapor

etmiglerdir (Lee ve ark. 2014).

Brucella etkenleri sigirlarda viicuda deri, konjiktiva, solunum sistemi veya
gastrointestinal sistemi aracilig1 ile girer. Sonrasinda etken bolgesel lenf diigiimlerine
yerlesir ve lenfatik damarlar ile kan dolasimima gecer (Anderson ve ark. 1986, Ko ve
Splitter 2003). Etken, bakteriyemi sonucu epitelyal hiicre hatlarina ve sigir
trofoblastik hiicrelere, lenf diigiimleri, gebe uterus, testisler, tendo kiliflari, meme
dokusu ve seyrek olarak da eklemlere yerlesir. Bu organ ve dokulara lokalize olan

bakteriler, makrofajlarin ve epiteloid hiicrelerin infiltrasyonuna neden olarak bu
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bolgelerde makrofaj yigilmalar: sekillenir (Carvalho ve ark. 2010, Poester ve ark.

2013).

Sigirlarin  fotal zar ve plasental trofoblast hiicrelerinden gebeligin son
trimesterinde salgilanan ve 4-karbon alkol sekeri yapisindaki eritritol, Brucella
etkenlerinin (6zellikle B. abortus) tercih ettigi karbon ve enerji kaynagidir (Sperry ve
Robertson 1975, Samartino ve Enright 1993). Eritritol varliginda genital kanalda
hizla ¢ogalan Brucella’nin kotiledonlarda yangisal ve nekrotik degisiklikler meydana
getirdigi belirlenmistir. Meydana gelen degisimler sonucu fOotusun beslenme ve
gelismesi engellenerek fotal 6liim ve abort vakalar1 gerceklesir (Jain ve ark. 2012).
Etken fotusa ait koriyonik villi epitellerinde iiredikten sonra koriyon ve uterus
mukozas1 arasma yayilr. Villilerde olusan dejenerasyon ve yikimlanma sonucu
meydana gelen fibrinopurulent eksudat fotal ve maternal zarlar arasindaki
baglantinin gevsemesine ve fotal membranin ayrilmasmna neden olur. Bdylece
fotusun abortu gergeklesir. insan plasentasinda eritritol bulunmaz ve bundan dolay1
insanlarda, Brucella enfeksiyonlarina bagli abortlarm meydana gelmedigi rapor

edilmistir (Smith ve ark. 1962, Poole ve ark. 1972, Khan ve ark. 2001).

1.1.4. Klinik Belirtiler

Brucellozis’in inkiibasyon siiresi, etkenin giris yolu, sayismna ve hayvanin
duyarliligina baglh olarak yaklasik 10-200 giin arasinda degismektedir. Sigirlarda
goriilen baslica klinik bulgular abort, d6l tutmama, orsitis ve mastitis’dir. Gebelik
siresince hayvanlarda klinik belirti goriilmez. Abort vakalar1i gebeligin her
doneminde olusabilse de genellikle gebeligin 5-8. aylarinda meydana gelir. Daha geg
veya erken abort vakalarina rastlanabilmektedir. Genellikle ilk kez enfekte olan ve
asillanmamis ineklerin %30-80’inde abort gozlenmektedir. Buna ragmen Brucella ile

enfekte ineklerin takip eden gebeliklerinde tekrar abort yapma oranlari %10-25
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oldugu belirlenmistir. Ayrica ineklerde Brucella kaynakli abortlardan sonra retensiyo
sekundinarum ve metritis olgularina siklikla rastlandigi bildirilmistir (Acha ve

Szyfres 2003).

Brucellozis salginlarinda ineklerde siit veriminde Onemli azalma, somatik
hiicre sayisinda artis ile abort ve metritis vakalari meydana gelmektedir (Xavier ve
ark. 2009a). Aborte fotusta otoliz sekillenirken abdominal organlar fibrinle kapldir.
Pnomoni ve peritonit semptomlar1 aborte fotusta tespit edilen diger lezyonlardir
(Xavier ve ark. 2009b). Enfeksiyonun erkek hayvanlarda olusturdugu en 6nemli
klinik semptom ise orsitistir. Akut donemde testislerde adezyon ve fibrozis sonucu
meydana gelen atrofi bogalarda kisirlik olusumuna neden olmaktadir. Bogalarda
testiste meydana gelen orsitis, unilateral sekillenmesine ragmen her iki testisin de
enfekte oldugu bilinmektedir. Diger bir calismada bogalarda B. abortus S19
asillamasindan 10 giin ve 7 ay sonra orsitis, epididimitis ve seminal vezikiilitis
semptomlar1 gézlenmektedir (Trichard ve ark. 1982, Rhyan ve ark. 1997, Megid ve
ark. 2010). Brucella enfeksiyonlarinda artritis olgular1 da gozlenebilmektedir. B.
abortus S19 susu ile deneysel enfeksiyon calismasinda buzagilarda eklem sivisinda
fibrin artis1, kikirdak eklem yiizeylerinde asinma ve erozyonlar sekillenirken, eklem
stvis1 irinli olmamakla birlikte bulanik goriiniimde oldugu belirlenmistir (Johnson ve

ark. 1994).

Brucella enfeksiyonlar1 sonucu insanlarda akut ve atesli bir hastalik tablosu
meydana gelir. Hastalik kronik forma doniistiiglinde iskelet, kardiyovaskiiler ve
merkezi sinir sisteminde ciddi komplikasyonlar goriiliir. Nadir olarak endokarditis,
meningoensefalitis ve miyelitis meydana gelir (Franco ve ark. 2007). Son yillarda
yapilan arastirmalarda insan bagisiklik yetmezlik virtisii (Human Immunodeficiency
Virus/HIV) ile enfekte insanlarda B. canis etkeni izole edildigi ve etkenin
besledikleri evcil kdpeklerinden bulastigi tespit edilmistir. Arastiricilar bu durumun
insan popiilasyonunda Brucella enfeksiyonlarinin yayginligini arttiran ve ilerleyen
donemde aragtirilmasi gerekli dnemli bir husus oldugunu rapor etmislerdir (Lucero

ve ark. 2010, Lawaczeck ve ark. 2011).
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1.1.5. immiinite

Brucella enfeksiyonlarina karsi gelisen dogal bagisiklikta Toll benzeri reseptorler
(Toll-like Receptors/TLRs) lipit, protein, lipoprotein, glikan ve niikleik asitler gibi
patojen iligkili molekiil desenleri (Pathogen-Associated Molecular Patterns/PAMPs)
tantyarak, proinflamatuar sitokinlerin {iretilmesi ve kostimiilator molekiillerin
aciklanmasinda rol oynar (Takeuchi ve Akira 2010). Fare peritoneal makrofajlari
iizerindeki TLR-2’nin, bakterinin Omp/9 dig membran lipoproteini ile uyarilmasina
bagl olarak tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve interleukin (IL)-6 salgilanir
(Giambartolomei ve ark. 2004, Ferrero ve ark. 2014). B.abortus TLR2 geni silinmis
(knock out) farelerde, TLR-2 ile immiin sistemin uyarilmasi by-pass edildigi i¢in
TLR-4 ile Ompl6 dis membran proteini etkileserek immiin sistemi uyarir (Oliveira
ve ark. 2008, Pasquevich ve ark. 2010, Gomes ve ark. 2012). TLR-6’nin in vivo
olarak immiin yanitin tetiklenmesinde, dentritik hiicrelerin aktivasyonunda ve TNF-a
ile IL-12 sitokinlerinin salmmasida gerekli oldugu rapor edilmistir (de Almeida ve
ark. 2013). Yapilan deneysel enfeksiyon calismalarinda, TLR-9’un Brucella DNA’s1
ile aktive olarak farelerde Brucella enfeksiyonlarina karsi konak savunmasinda
enfeksiyonun erken donemlerinde (ilk 2 hafta) etkin rol alan ve interferon alfa (IFN-
a) ile IL-12 sitokinlerinin salinimini uyaran reseptorlerden biri oldugu belirlenmistir

(Oliveira ve ark. 2012, Gomes ve ark. 2012).

NOD (Niikleotid-Baglama Oligomerizasyon Domaini) benzeri reseptorler
(NOD1, NOD2) B.abortus’un mikrobiyal yapilarmin taninmasinda gorevli sitolitik
hiicre i¢1 reseptorlerdir (Shaw ve ark. 2008). Yapilan ¢alismalarda NOD1 ve NOD2
gen bolgeleri silinmis farelerin dalaklarinda bulunan bakteriyel yiikiin, normal fareler
ile ayn1 oldugu saptanmistir. Bu durumu arastiricilar NOD benzeri reseptorlerin
Brucella enfeksiyonlarina kars1 immiin cevapta sinyal olusturdugunu fakat in vivo
olarak enfeksiyona karsi gelisen konak¢1 savunmasinda esansiyel rol oynamadiklar1

seklinde yorumlayarak rapor etmislerdir (Oliveira ve ark. 2012).

B. abortus, antijen sunan hiicrelerden (ASH) IL-12 salinmasini tetikledikten

sonra, dogal oldiiriici (Natural Killer/NK) hiicreleri aktive olurlar ve IFN-y
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salgilamaya baslarlar (Biron 1999). NK hiicreleri immiin yanitta 6nemli olan IFN-y
salgilama ve enfekte hedef hiicrelerin 6ldiiriilmesi 6zelliklerine ragmen, farelerde
yapilan deneysel B.abortus enfeksiyonlarinin erken sathasinda NK hiicrelerinin
onemli bir rol oynamadigi bildirilmisticr (Fernandes ve ark. 1995). Brucella
enfeksiyonlarinda NK hiicrelerinin poliklonal antikor olusumuna katki sagladig:
fakat bu katkimin direkt B hiicrelerini etkileyerek mi yoksa indirekt bir etki ile mi
sekillendigi tartisilmaktadir (Gao ve ark. 2008). Gao ve ark. (2011) takip eden
yillarda yaptiklar1 ¢alismalarinda NK hiicrelerinin direkt olarak B hiicreleri ile

etkilesime girdigini ve poliklonal IgG uyarimini sagladigini belirlemislerdir.

NK hiicreleri ile birlikte etkene karsi erken immiin yanitta gorevli ASH
hiicreleri, deri alt1 ve mukozal alanlarda lokalize olarak Brucella’nin hiicre duvari ve
LPS yapisini tanirlar (Inguli ve ark. 1997). ASH hiicreleri aktive olarak bakteriyi
fagosite etmesini takiben TNF-a, IL-f ve IL-6 sitokinleri salgilanir. ASH hiicreleri
icinde fagosite olan bakterinin peptid yapilar1 hiicre yiizeyinde sentezlenen major
doku uygunluk kompleksi I (Major Histocompatibility Complex/MHC-I) ve MHC-II
ile sunulur. Bu asamada ASH hiicreleri periferden (deri, mukoza), T-hiicrelerin
yogun oldugu lenfoid organlara go¢ ederler. ASH’ler iki farkli sinyal yolagi ile T

hiicre aktivasyonunu saglarlar (Yingst ve Hoover 2003, Skendros ve Boura 2013).

B. abortus’un ASH fonksiyonlar lizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalarda bakterinin in vitro olarak insan monositlerinden TNF-a, IL- ve 1L-6
salgilanmasini uyardig1 belirlenmistir (Huang ve ark. 1999). Bunun disinda 6zellikle
dentritik hiicrelerden salgilanan IL-12’nin, NK hiicreleri ile B ve T hiicrelerini aktive
ederek, antijen spesifik efektor hiicrelere doniismelerini sagladigi belirlenmistir
(Metzger ve ark. 1996). B.abortus ile enfekte edilen farede, dentritik hiicreler dalagin
T hiicrelerden zengin kirmizi pulpasma goé¢ eder. Bu bolgede 1L-12 salgisina
enfeksiyonun ardindan yaklasik 3 saat sonra rastlanirken, en yiiksek seviyeye 6.
saatte ulastig1 ve 24. saatte ise tespit edilemedigi rapor edilmistir (Golding ve ark.

2001).

Brucella enfeksiyonunda antijen ile dentritik hiicrelerin aktivasyonu ardindan

naif T hiicreleri efektor veya hafiza T hiicrelerine doniiserek, sitokin salgilamaya
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baslarlar. Brucella enfeksiyonlarma karsi gelisen kazanilmis bagisiklikta, yardime1 T
hiicreler (T helper/Thl) ve sitotoksik T hiicreler (Cytotoxic T/Tcl); IFNy ve B-
kemokinleri, Th2 ve Tc2 hiicreler ise IL-4 ve IL-5 salgilanmasinda gorevlidir
(Golding ve ark. 2001, Vitry ve ark. 2007). Ayrica yardime1 T hiicreleri, B hiicrelerin
antikor iiretmesini uyarir iken tiretilen antikor tiirleri, B hiicreleri ile etkilesime giren
T hiicre alt tiplerine ve salgilanan sitokinlere gore degisiklik gosterir. Brucella ile
enfekte farelerde IFN-y salgilanan Thl hiicreleri immunglobulin G2a (IgG2a) ve IL-
4 salgilanan Th2 hiicreler1 IgG1 ve IgE {iretimini saglar (Snapper ve Paul 1987,
Finkelman ve ark. 1988, Scott ve ark. 1997). Insan periferal mononiikleer kan
hiicrelerinde CD4" ve CD8" T hiicrelerinden salgilanan IFN-y, enfeksiyondan 6 saat
sonra belirlenirken, en yiiksek seviyeye 18. saatte ulastigi tespit edilmistir (Golding
ve ark. 1984, Sikder ve ark. 2012). B hiicrelerinden salinan antikorlar notralize edici
ozellikleri nedeni ile opsonin gorevi yaparak; antijen sunan hiicrelerin fagositozunu,
komplementin aktivasyonunu, makrofaj, nétrofil ve NK hiicrelerin antikora bagimli
hiicre aracili sitotoksisitesini kolaylastirir (Baldwin ve Goenka 2006). B
hiicrelerinden salmman IgM, IgGl, IgG2a ve 1gG3 immunglobulinleri ile olusan
antikor aracilt opsonizasyon, bakterinin fagositozunu arttirarak ilk enfeksiyonu
siirlandirirken, Brucella enfeksiyonunun intraselliiler mekanizmasi tizerine sinirl

etkisi bulunur (Skendros ve Boura 2013).

Brucella etkenlerinin viicutta persiste kalarak kronik enfeksiyona yol agma
mekanizmalar1 pek ¢ok arastirict tarafindan incelenmistir. /n vitro ¢aligmalarda insan
hiicrelerinde Brucella etkenlerinin ASH hiicrelerin fonksiyonlarini degistirerek
immiin sistemden kacti§1 belirlenmistir. Akut Brucella hastalarinda makrofaj
hiicrelerinin antijene cevap amagli kemotaksisinin azaldigi, fagolizozom flizyonun
baskilanarak Brucella igeren vakoullerin olusumunun artti§i ve fagositozun
engellendigi belirlenmistir. Bunun yaninda T hiicrelerine antijen sunumu ile TNF-a
ve IL-12 {retimi baskilanmaktadir (Caron ve ark. 1996, Billard ve ark. 2007).
Brucella’nin makrofaj hiicrelerinde antiapoptotik faktorleri uyararak apoptozis
mekanizmasini baskiladig: bildirilmektedir (Fernandez-Prada ve ark. 2003, Tolomeo
ve ark. 2003). Brucella enfeksiyonlarmmda gelisen Thl immiin cevabinda antijen
spesifik CD4'/CD8" T lenfositlerinden salgilanan IFN-y ve IL-2 miktar1 kronik
enfeksiyonlarda azalmaktadir (Giambartolomei ve ark. 2002, Rafiei ve ark. 2006).
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Brucella’nin kronik enfeksiyonlarinda Thl hiicrelerinde erken aktivasyon markiri
CD69 ve IL-2 reseptorii (CD25) agiklanmast azalmistir (Skendros ve ark. 2011).
Insanlarda Brucella enfeksiyonlarinda serumda, periferal mononiikleer kan
hiicrelerinde transforme edici biiyiime faktorii B (Transforming Growth Factor
B/TGF-B) miktarinda kronik hastalarda artis oldugunu ve bunun T hiicre yanitini
baskiladig1 rapor edilmistir (Elfaki ve Al-Hokail 2009). Benzer sekilde BALB/c fare
modelinde B. melitensis’in kronik enfeksiyonlarda, CD8" hafiza T hiicrelerin diisiik
seviyede olugmasi ve immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonunu uyaran
sitokinlerin {iretimlerinin baskiladig1 belirlenmistir. [laveten B. melitensis mikrotubiil
diizenleyici Brucella proteini (Microtubule-Modulating Brucella Protein/TcpB)
sitotoksik CD8" T hiicrelerinin Brucella peptidlerini aciklayan hedef hiicreleri

0ldiirme mekanizmasini engellendigi rapor edilmistir (Durward ve ark. 2012).

Son yillarda immiin sistemin yeni hiicre alt tipleri kesfedilmistir. Tanimlanan
hiicre hatlarindan biride CD4'CD25" regiilator T (Treg) hiicreleridir (Suvas ve ark.
2004, Palomares ve ark. 2010). Brucella abortus enfeksiyonlarinda akut donemde in
vivo olarak erken immiin yanitin sekillenmesinde Treg hiicrelerin 6nemli bir yeri
oldugu belirlenmistir. Treg, IL-10’un Brucella ile enfekte makrofajlarin
proenflamatuar sitokin salmimini azaltarak B.abortus’un hiicre i¢inde ¢ogalmasini,
persiste kalmasmi ve kronik enfeksiyon olusturmasini sagladigi tespit edilmistir

(Xavier ve ark. 2013).

Brucella enfeksiyonlarinda patojen-konake¢1 etkilesimi {izerine yapilan
calismalarda, microRNA (miRNA) olarak adlandirilan kiigiik endojen (riboniikleik
asit) RNA molekiillerinin post-transkripsiyonel satha ile apoptozis ve otofaji gibi
programli hiicre 6liim mekanizmalarinda etkin rol oynadigi belirlenmistir (Zheng ve

ark. 2012).
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1.1.6. Teshis

1.1.6.1. Klinik Teshis

Sigirlarda gebeligin besinci aymndan sonra meydana gelen abort vakalar1 Brucella
etkenleri varligi yoniinden incelenmelidir. Klinik tablo genellikle patognomik

degildir ve anamnez bilgileri 6nem tasir.

1.1.6.2. Laboratuvar Teshisi

Brucella teshisinde laboratuvar muayeneleri i¢cin kullanilan marazi maddeler fotusa
ait kotiledonlar, fotal membranlar, mide icerigi, akciger, dalak ile abort yapan inege
ait vajinal sivap, siit ve kan Ornekleridir. Kesilmis hayvanlara ait karkastan teshis;
meme dokusu, lenf nodiilleri ve dalaktan gergeklestirilmektedir (Poester ve ark.

2010).

1.1.6.2.1. Antijen Teshisi

Bakteriyoskopik teshiste siipheli materyallerden hazirlanan frotilerin Gram, Ziehl
Neelsen ve Koster boyama yontemleri kullanilarak boyamalar1 yapilir. Modifiye
Ziehl Neelsen metodu kullanildiginda, 151k mikroskobu altinda mavi zemin tizerinde

kirmizi renkte goriilen Brucella etkenleri aranir (Alton ve ark. 1975).
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Kiiltiir muayenesinde laboratuvara gonderilen materyallerden c¢esitli besi
yerlerine ekimler yapilarak etkenin izole edilmesi, tedavi yonteminin belirlenmesi
acisindan onemlidir. Bu amacla en ¢ok Brucella medyum ve TSA gibi besi yerleri
tercih edilmektedir. B. abortus’un izolasyonu icin optimal inkiibasyon kosullari;
mikroaerofilik ortamda (%5-10 CO,), 37°C ve pH 6.6-7.4 olarak belirlenmistir.
Inkiibasyonun 36-48. saatinden sonra kiigiik, seffaf, yiizeyden kabarik, yuvarlak ve
diizgiin kenarli, nemli, parlak yiizeyli kolonilerin varligi gézlenir (OIE 2009).

Brucella’nmm sigirlarda teshisinde PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tabanh
ilk molekiiler calisma 1990 yilinda B.abortus S19 susunun 43 kDA agirhiginda dis
membran proteinin 635 bp uzunlugunda bir bdlgesinin ¢ogaltilmast ile
gergeklestirilmistir (Fekete ve ark. 1990). Sonraki yillarda PZR ile teshis, genomun
Brucella tiirleri bazinda genetik mutasyonun en az oldugu ve korunmus 16S rRNA
(Herman ve De Ridder 1992) ve bcsp31 (Baily ve ark. 1992) gen bolgeleri hedef
almarak dizayn edilen primer dizimleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Brucella
genomu tarafindan kodlanan ve Brucella tiirleri arasinda ayrim i¢in kullanilabilen
omp2 (A-B), omp25, dnaK, groEL, dnal, htrA, omp31, hsp65 gibi gen bolgeleri
incelenmistir (Bricker 2002). Sigir ve buffalo kaninda PZR ile Brucella etkenlerinin
belirlenmesine yonelik bir calismada besp3 1, omp2 ve 16S tRNA gen bolgeleri hedef
almmistir. Kan Orneklerinden teshiste en duyarli gen bdlgesinin besp31, bunun
yaninda en az duyarli bolgenin 16S rRNA oldugu belirlenmistir (Mukherjee ve ark.
2007). Konvansiyonel PZR’nin aksine Real Time (Ger¢ek zamanli) PZR’nin daha
duyarli, kontaminasyon riskinin az ve yanls pozitifliklerin engellenebilmesi gibi
avantajlar1 géz Oniine almarak ilk calisma 2001 yilinda gergeklestirilmistir. Bu
arastirmada Brucella tiirlerine spesifik oldugu belirlenen, Brucella kromozomunda
insersiyon sekansi genetik elementini (IS7/7) (Hailing ve ark. 1993) hedef alan
primer dizilimleri kullanilmistir (Redkar ve ark. 2001). Bunun disinda 6zellikle insan
Brucellozisinin teshisinde bspc31, 16S-23S ITS, omp25 and omp31 gen bolgeleri
hedef alinan primer dizilimleri ve problar1 kullanilan ¢aligmalar yapilmistir (Queipo-
Ortuno ve ark. 2005, Kattar ve ark. 2007, Queipo-Ortuno ve ark. 2008, Bounaadja ve
ark. 2009). ilk olarak 1994 yilinda B. abortus (biovar 1-2-4), B. melitensis (Biovar 1-
2-3), B. ovis ve B. suis (Biovar 1) tiirlerinin ayrimina yonelik ve I1S711 gen bdlgesi

hedef alinarak gelistirilen multipleks PZR ¢alismas1 yapilmistir (Bricker ve Halling
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1994). Daha sonraki yillarda diger Brucella tiirlerinin (B. neotomae, B.
pininipedialis, B. microti, B. ceti ve B. inopinata) ve alt biyovarlarinin birbirinden
ayrimima yonelik multipleks PZR calismalar1 gergeklestirilmistir (Kang ve ark. 2011,
Nagalingam ve ark. 2012).

Akis (flow) sitometri Brucella dahil olmak {izere bir¢cok mikroorganizmanin
tespitinde kullanilan bir yontemdir (Cloeckaert ve ark. 1998, Alvarez-Barrientos ve
ark. 2000). Brucella i¢in yapisinda bulunan dig membran proteinleri ile S ve R form
LPS gibi epitop yapilarma karsi olusan monoklonal antikorlar kullanilarak siispanse
kiiltlirden direkt etken teshisi yapilabildigi, bunun yaninda karisik koloniler
icerisinde Brucella tiirleri ve suslarin ayrimi da kolaylikla gergeklestirildigi rapor

edilmistir (Bowden ve ark. 1995, Fernandez-Prada ve ark. 2006).

1.1.6.2.2. Antikor Teshisi

Brucella’nmm indirekt teshisinde yaygim bir sekilde kullanilan rose bengal pleyt testi
(RBPT) antijeni rose bengal boyasi ile boyanmis olan B. abortus standart antijeni
S99 veya S1119.3 susu ile hazirlanmaktadir. Bu asamada antijen hazirlamada
kullanilan buffer’in pH’s1 3.65 diizeyinde olmalidir. Asidik pH sayesinde IgM
aktivitesi engellenerek, IgG’lerin reaksiyona katilmasi saglanir ve spesifik olmayan
agliitininlerin etkinligi durdurulur. RBPT diger serolojik testlere oranla daha
giivenilir sonuglar elde edilmesine ragmen 6zellikle asili hayvanlarda meydana gelen
[gM’lerin ¢apraz reaksiyon vermesi ile yanlis pozitif sonucglara rastlanmistir (Nielsen

2002, Chothe ve Saxena 2013).

Serum tiip agliitinasyon testi (STAT), tiiplerde %5’lik fizyolojik tuzlu su ile
seri diliisyon yapilan siipheli seruma esit miktarda standart Brucella agliitinasyon
antijeni ilave edilmesi seklinde gercgeklestirilir. Brucella teshisinde akut donemde

etkili olan bu test ile asilama ve enfeksiyona bagli olarak olusan antikorlari
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belirlemesine ragmen [gM ve IgG ayrimlarmin yapilamadigi belirlenmistir. Ayrica
Brucella ile benzer antijen yapisinda olan Yersinia enterocolitica, Escherichia coli,
Franciella tularensis, Campylobacter fetus gibi bakteriler ile capraz reaksiyon
sekillenebildigi ve yanlis pozitifliklere neden oldugu belirlenmistir. Testin
degerlendirilmesi sirasinda 24 saat 37°C’de inkiibasyonu takiben tiipteki sivinin
berrak olmasi ve dibinde tortu olugmasi pozitif sonu¢ olarak kabul edilir. Asisiz
hayvanlarda agliitinasyon olusumu 1/40 ve iizeri diliisyonlar pozitif, 1/40’1n altindaki
dilisyonlar negatif olarak degerlendirilirken, asili hayvanlarda 1/80 ve iizeri
diliisyonlar pozitif, 1/80’in altinda diliisyonlar negatif olarak kabul edilir (Ongor
1999, Aydin 2006).

Komplement fikzasyon testi (CFT) bir¢ok reaktif gerektirmesi ve teknik
olarak zor olmasma ragmen daha giivenilir sonuclar vermesi nedeni ile tercih
edilmektedir. Brucella ile dogal enfeksiyon veya asilama sonrasi olusan immiin
yanitin ayrilmasinda etkili bir yontem olan CFT ile IgG1 immiinglobulinleri tespit
edilmektedir. Testin esasi, antijen-antikor kompleksine baglanan komplementin testte
kullanilan koyun eritrositlerini lize etmesidir. Testte kullanilacak antijen, amboseptor
ve komplementin daha Onceden titre edilmis olmast gerekir. Testin
degerlendirilmesinde eritrositlerin par¢alanmadan nokta seklinde ¢Okmesi pozitif,
parcalanarak test ortammin rengini kirmizi yapmasi negatif sonug olarak kabul edilir

(Nielsen 2002, Poester ve ark. 2010).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testi kullanilarak Brucella
siipheli sigirlardan elde edilen serum Orneklerinde antikor veya antijenler direkt,
indirekt ve kompetatif yontemler ile saptanir (Nielsen 2002). Asilama ardindan
gelisen antikorlar, indirekt ELISA ve diger serolojik testler ile belirlenemedigi i¢in
kompetatif ELISA yontemi gelistirilmistir. Sonraki yillarda bu test OIE tarafindan
Brucellozisin sigir ve domuzlarda belirlenmesi i¢in uluslararasi gegerli bir test

oldugunu agiklamistir (OIE 2009).

Baz1 serumlarda spesifik Brucella antikorlar1 bulunmasina ragmen
agliitinasyon meydana gelmez. Bu tip antikorlarin, anti-insan globulini (Coombs

reaktifi) kullanilarak antijenle reaksiyon vermeleri saglanabilir. Diisiik titrede antikor
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bulunan kronik enfeksiyonlarmm tespitinde, Coombs testi ile ELISA
karsilastirildiginda aralarinda %7.2-34 oraninda bir yanilma olabildigi bildirilmistir

(Araj ve Awar 1997, Araj 2010).

Siit ring testi, agliitinasyon testinden farkli olarak siit 6rneklerinde Brucella
teshisi icin gelistirilmistir. Kitlesel siirii taramalarinda kullanilan siit ring testi;
hematoksilen veya trifenil tetrazolium’la boyanmis antijenlerin, siit icerisinde
bulunan Brucella spesifik antikorlar ile baglanarak kirmizi veya mavi renkte bir
halka olusturma esasma dayanir. Mastitisli memeden alinan bozuk siitler, kolostrum
ve laktasyonun ge¢ evrelerinde alinan siitler kullanilarak yapilan testler yanlis

sonuglar verebilmektedir (Poester ve ark. 2010).

Deri testi asilanmamis si@ir, koyun ve kegi siiriilerinde Brucellozis’in
tanisinda kullanilabilecek alternatif bir testtir. Brucellin olarak bilinen allerjenlerle
(Brucella lysate, INRA, Brucellergen, Melitin, MBP vs.) yapilan bu test sigir, koyun
ve kegilerin kuyruk altma veya boynun yan kismi derisine 0.1-0.2 ml miktarinda
uygulanmaktadir. Bu islemden 48-72 saat sonra deride meydana gelen kalinlagmanin

Olciilmesi ile test sonucu degerlendirilir (OIE 2009).

Indirekt floresan antikor testi (IFAT) ve indirekt hemagliitinasyon yontemleri
kullanilan diger teshis metotlaridir. Son zamanlarda ise daha pratik olan ve Coombs
testi gibi antikor engeline takilmaksizin Bruselloziste ortaya ¢ikan total antikorlarin
saptanmasinda kullanilmakta olan Brucellacapt (immunocapture) testi gelistirilmigtir

(Orduiia ve ark. 2000)

1.1.7. Korunma ve Kontrol

Sigir yetistiriciliginde Brucella kaynakli enfeksiyonlarin tespiti ve kontrol
stratejilerinin gelistirilmesi, ekonomik acidan ve hayvan sagligi yoniinden 6nemlidir.

Bununla birlikte halk sagligini tehdit eden bu tir zoonoz enfeksiyonlar ile
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miicadelede yetistirilen hayvanlara ait bilgileri iceren veri tabanlar1 ve takip

sistemleri gelistirilmelidir (EU commission 2011).

Zoonoz enfeksiyonlarda, hastaligin insidens ve prevalansii diisiik
seviyelerde tutulabilmesi amaci ile hazirlanan uzun siireli kontrol ve eradikasyon
politikalarma ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda sigirlarin B. abortus S19, koyun
ve kecilerin B. melitensis Rev-1 asilari ile toplu sekilde asilanmasi, kitlesel tarama
testleri kullanilmasi ve pozitif hayvanlarin tespit edilerek siiriiden uzaklastirilmas ile
Brucellozisin yayiliminin 6nlenmesi gereklidir. Bu uygulamalar i¢cin 6nemli mali
kaynaklar ayrilmali, yetistiricilere konu hakkinda egitimler verilmeli ve siiriiden
uzaklastirilan enfekte hayvanlarin yerine saglikli hayvanlar konulmadir. Ancak bu
sayede hastaliktan ari siiriiler elde edilebilir (Renukaradhya ve ark. 2002, Minas

2006, Seleem ve ark. 2010).

Brucellozisin kontrol ve eradikasyonuna yonelik kullanilan farkli as1 gesitleri
mevcuttur. 1923 yilinda kesfedilen canli as1 B. abortus S19, eritritol ery gen
gblgesinde 702bp’lik kisminin delesyonlar: ile hazirlanmistir (Sangari ve Agiiero
1994, Sangari ve ark. 1994). S19 asis1 uygulamasi ardindan, yiiksek ates, anoreksi,
halsizlik, siit veriminde diisme ve enjeksiyon bolgesinde sislik gibi cesitli
reaksiyonlar sekillenebilmektedir. Bunun yaninda S19 susunun gebe sigirlarda
abortlara, bogalarda orsitise ve insanlarda dalgali atese neden oldugu bilinmektedir
(Tizard 2009). 1996 yilinda Amerika’da S19 asis1 yerine B. abortus RBS51 asisi
kullanilmaya baslanmistir. B. abortus RBS51 asis1 B. abortus 2308 susundan
hazirlanan ve LPS O-zincir antijeni silinmis mutant bir canli asidir. RB51, S19’un
aksine daha giiclii bir Thl cevabi tetikledigi ve komplement fikzasyon, tiip
agliitinasyon, floresan antikor gibi serolojik testlerde yanlis pozitiflife neden olan
anti-LPS antikor yanitin olusumunu uyarmadigi belirlenmistir (Stevens ve ark.
1994). Canli B. melitensis as1 susu olan Rev-1, 1957 yilinda vahsi B. melitensis 6056
susunun streptomisin iceren medyumdan streptomisine direngli kolonilerinden elde
edilmistir (Elberg ve Faunce 1957). Rev-1 gebe kecilerde giivenilir olmadig1 ve Rev-
1 ile asilanan laktasyondaki kegilerin bazi vakalarda siit ile etkeni sagtiklar
belirlenmistir (Banai 2002). Canli B. suis S2, abort yapan domuzdan izole edilen

etkenin seri pasajlar ile attentie edilmesi ile elde edilen ve Cin’de kullanilan bir agidir
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(Ding ve ark. 2011). Brucella enfeksiyonlarinin kontrolii ve eradikasyonu i¢in
B.abortus; BLS, InfC, L7/LL12, Ompl6, Ompl9, P39, DnaK, SurA, SodC ve B.
melitensis, Bp26, Omp25, 1alB, Omp31, AdoHcyase gibi pek cok subunit asi
calismas1 gergeklestirilmistir (Yang ve ark. 2013). Bunun disinda BP26, Omp16 ve
Omp31 proteinleri kullanilarak tretilen vektor asilar ile Omp31, L7/L12, Ompl6,
P39 ve bscp31 gibi antijenlerin ayni anda aciklanabildig§i DNA as1 caligmalari
literatlirde bulunmaktadir (He ve Xiang 2010, Avila-Calderdn ve ark. 2013).

Brucella enfeksiyonlarma karsi gelistirilen kontrol ve eradikasyon
programlar1 20. ylizyilin ikinci yarisinda pek ¢ok iilkede uygulamaya konulmustur.
Basta Arjantin, Portekiz, Misir, Iran, Israil, Suriye ve Yunanistan gibi iilkelerde
yogun bir sekilde miicadele programlar1 uygulanmaktadir (Refai 2002, Martins ve

ark. 2009, Karagiannis ve ark. 2012, Aznar ve ark. 2014).

Ulkemizde Brucella enfeksiyonlarinin kontrol ve eradikasyonu igin ilk
calismalar sigwrda B. abortus icin 1930 yilinda baglatilmistir. Brucellozisin
eradikasyonuna yonelik miicadele 1984 yilindan itibaren 4-8 aylik sigirlar ve 3-8
aylik kuzu ve oglaklarin asilanmasi seklinde baglatilarak halen devam etmektedir.
Yapilan kitlesel asilamalar ardindan etkilerinin gozlenmesi amaci ile serosurvey

calismalar1 yapilmaktadir (Iyisan ve ark. 2000, Refai 2002).

Brucella enfeksiyonlarinin insanlarda tedavisi i¢in Diinya Saglhk Orgiitii
1986’da alt1 hafta doksisiklin (200 mg/oral) + rifampisin (600-900 mg/oral)
kombinasyonunu Onermistir. Gebelerde ise tetrasiklin ve streptomisin kullanimmin
toksik etkilere neden oldugu, bunun yerine 45 giin siire ile rifampisin
kullanilabilecegi bildirilmistir (WHO 2006). Sonraki yillarda insanlarda etkenin
doksisiklin ve rifampisin yaninda streptomisin, trimetoprim sulfametoksazol ve
siprolaksin  gibi antibiyotiklere duyarli oldugu ve tigesiklinin tedavide
kullanilabilecek alternatif ajan olabilecegi rapor edilmistir (Parlak ve ark. 2013).
Hayvanlarda tedavide kullanilan antibiyotiklere duyarlilik ve direnclilik ¢caligmalar1
sinirl1 sayida olmak ile birlikte, insan Brucellozisinin endemik oldugu bdlgelerde
yasayan koyunlardan izole edilen B. melitensis’in streptomisin, siprofloksasin ve

gentamisine %7.3, rifampine %9.7 oranlarinda direncli oldugu belirlenirken, en
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yiiksek direncliligin ise trimetoprim sulfametoksazola (%46.3) kars1 gelistigi tespit
edilmistir (IThan ve ark. 2013).
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1.2. Bovine Viral Diarrhea Viriis (BVDV) Enfeksiyonu

1.2.1. Etiyoloji

Bovine viral diarrhea viriis (BVDV), ilk kez Olafson ve ark. tarafindan 1946 yilinda
tanimlanan ve si1g1r isletmelerinde ekonomik kayiplara yol acan bir etkendir (Olafson
ve ark. 1946). Flaviviridae ailesinin Pestiviriis cinsinde, Bovine viral diarrhea viriis 1
(BVDV-1), Bovine viral diarrhea viris 2 (BVDV-2), klasik domuz ates viriisii
(Classical Swine Fever Virus/CSFV) ve smir hastaligi virlisi (Border Disease
Virus/BDV) bulunur (ICTV 2013). BVDV, ikozahedral simetrili, pozitif polariteli,
tek iplikli, 5'-3' UTR (Untranslated Region/Translasyona ugramayan bdlge) ile
cevrelenmis ve yaklasik 12.3-12.5 kb (Kilobaz) uzunlugunda genoma sahip zarl bir
RNA viriisiidiir. Genom, 449 kDa agirliginda ve 4000 amino asitin kodlanabildigi bir
ORF yapis1 igerir. ORF bolgesinden tek bir poliprotein kodlanir ve replikasyon
sirasinda proteolitik kesilmeler ile bu poliproteinden yapisal ve yapisal olmayan

proteinler meydana gelir (Collett ve ark. 1988, Vilcek ve ark. 2004).

BVDV’nin, genomunda bulunan 5' UTR, E2 ve N gen bolgelerinin
niikleotit diziliminde meydana gelen farkliliklara bagli olarak, iki ana genotipik
alttipi (BVDV-1 ve -2) tamimlanmistir (Becher ve ark. 1999, Vilcek ve ark. 2001).
Brezilya, Tayland, Italya, Isvicre ve Isve¢ gibi birgok iilkede kan serumu, fotal sigir
serumu, aborte fotus ve sperma Orneklerinde “HoBi-like” veya “BVDV-3” olarak
adlandirilan ve sigirlarda tireme bozukluklari, solunum yolu enfeksiyonlar: ile
buzagilarin akut enfeksiyonlarima neden olan yeni BVDV tiiri tespit edilmistir
(Bauermann ve ark. 2013). Xia ve ark. (2011) Amerika, Brezilya, Kanada, Meksika,
Yeni Zelanda, Kolombiya, Avustralya, Danimarka, Fransa ve Dominik Cumhuriyeti
gibi genis bir cografyada satilan ticari fotal sigir serumlarinda BVDV-1, BVDV-2 ve
atiptk BVDV (BVDV-3) varligmi tespit etmislerdir. Atipik BVDV olarak

tanimladiklar1 tiirtin 6zellikle Giiney Amerika kokenli oldugunu rapor etmislerdir.
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Son donemde ise Amerika’da fotal sigir serumlarinda tespit edilen atipik BVDV’ nin
HoBi-like viriis oldugu belirlenmistir. Tespit edilen viriisiin Avrupa kdkenli oldugu
ve bu lilkelerde islem goren fotal sigir serumlarmin kontaminasyonu araciligi ile

Amerika’ya girdigi belirlenmistir (Bauermann ve ark. 2014).

Ik olarak 2003 yilinda Avustralya’nin Giiney Galler bolgesinde 3-4 haftalik
domuz yavrularinda miyokardial semptomlar ile seyreden “Bungowannah viriis”
isimli yeni bir pestiviriis tiirii belirlenmistir. Bungowannah viriis ile Pestiviriis
genusu tiyeleri (BVDV-1, BVDV-2, BDV ve CSFV) arasinda yapilan karsilastirmali
filogenetik analizlerde; 5' UTR i¢in %54-61, N i¢in %50.9-55.8 ve E2 i¢in %47.7-
51.3 oranlarinda benzerlikler tespit edilmistir (Kirkland ve ark. 2007). Daha sonra
Orta-Bat1 Amerika’da domuzlarda Bungowannah benzeri viriisiin varligi rapor
edilmistir (Abrahante ve ark. 2012). Bungowannah viriis ile Pestiviriis cinsi liyeleri
arasinda genetik benzerligin az olusu ve sinirli ¢gapraz antijen reaktivitesi gostermesi
sonucu virlis, atipik pestiviriis olarak tanimlanmaktadir (Richter ve ark. 2011).
Bungowannah viriis’iin N” bolgesinin, BVDV’ye benzer sekilde IRF-3 (Interferon
Regulatory Factor-3/Interferon diizenleyici faktdr-3) etkinligini enfeksiyondan 8 saat
sonra baskilayarak, IFN I sekresyonunu durdurdugu belirlenmistir (Richter ve ark.

2014).

BVDV viriisii pH 3.5 ve 4°C’de en stabil haldedir. Sitopatik (Cytopathic/cp)
BVDV biyotipi pH 4 ve 4°C’de, sitopatik olmayan (Noncytopathic/ncp) BVDV
biyotipine gore daha az duyarlidir (Depner ve ark. 1992). BVDV-1 ile persiste
enfekte sigir fotlisundan alinan beyin, deri, kas, kulak, kalp, akciger, timiis, dalak,
bobrek ve bagirsak dokularinda antijen stabilitesini farkli saklama kosullarinda
incelenmistir. En yiiksek antijen stabilitesinin doku tipine, fekal kontaminasyona ve
saklama siiresine bagli olmaksizin -80°C’de oldugu belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada -
20°C’de 36 ay saklandiktan sonra antijen en yiiksek beyin dokusunda %92.7 olarak
belirlenirken, en az antijen stabilitesi %80.2 ile dalak, bobrek ve bagirsak
dokularindan hazirlanan havuzda rapor edilmistir. Bunun yanmda fekal
kontaminasyonun ve Ornekleri dondurup-¢6zdiirme sayisinin antijen miktar1 ve
stabilitesini azaltic1 etkenlerin basinda geldigi rapor edilmistir (Ridpath ve ark.

2014).
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BVDV-1 ve 2’nin, yapilan bolgesel epidemiyolojik calismalar ve filogenetik
analizleri ile bircok alt tipi bulunmustur. Buna gore, ilk olarak 1954 yilinda
tanimlanan BVDV-1 i¢in gliniimiizde en az 16 (a, bl; b2; c; d; e; f; g; h; 1; j; k; I; m;
n; o) genetik alttipinin varlig1 tanimlanmistir (Baker ve ark. 1954, Vilcek ve ark.
2001, Barros ve ark. 2006, Giangaspero ve Harasawa 2014). BVDV’nin bu genetik
cesitliligi, taksonomik olarak 6nemli olmasi yaninda laboratuvar uygulamalar1 ve
asilarin hazirlanmasi i¢in 6nemlidir (Becher ve ark. 1999). Yiiksek patojeniteye sahip
ve hemorajik hastaliga neden olabilen BVDV-2’nin giinlimiizde en az 5 (a, b, c, d, €)
genetik alttipinin varlig1 belirlenmistir (Giangaspero ve ark. 2008, Giangaspero ve

Harasawa 2014).

BVDV hiicre kiiltiirtinde neden oldugu morfolojik degisikliklere gére cp ve
ncp olmak iizere iki biyotipe ayrilmistir (Fulton ve ark. 2000b). Cp BVDV, ncp
biyotipi aksine hiicre kiiltlirtinde hiicrelerin yuvarlaklasmasi, hiicre biiziigmesi
(Shrinkage), ¢ekirdek hiperkromazisi gibi morfolojik degisiklikler ve DNA
fragmentasyonu ile apoptozise neden olur. Apoptozisin hiicre {izerine en 6nemli
etkilerinden biri olan DNA fragmentasyonu, TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase (TdT)-Mediated dUTP Nick End Labelling) metotu kullanilarak cp
BVDV ile enfekte hiicrelerde enfeksiyondan 12 saat sonra belirlenmeye baslanirken,
24-48. saatlerde en yiiksek seviyeye ulastigi gézlenmistir (Zhang ve ark. 1996).
Sonraki yillardaki ¢alismalarda yiiksek viriilense sahip BVDV ile meydana gelen
akut enfeksiyonlarda lenfoid organ hiicreleri ve kan dolasiminda bulunan beyaz kan
hiicrelerinin (White Blood Cell/WBC) sayisinda azalma, bunun yaninda apoptotik ve
nekrotik WBC hiicrelerinde artis oldugu saptanmstir. Viriilens ve lenfoid hiicrelerde
etkilerin incelenmesi i¢in in vitro lenfoid hiicre hattinda (BL-3 hiicreleri) deney
modeli dizayn edildiginde, epitel hiicrelerde daha once belirlenen iki biyotip (cp,
ncp) aksine, BVDV’nin etkisi ii¢ biyotipe ayrilarak tanimlanmistir. Bu biyotipler;
ncp (epitel ve lenfoid hiicrelerde canlilik iizerine etkisi bulunmayan), cp
(enfeksiyondan 48 saat sonra epitel ve lenfoid hiicrelerde apoptozise neden olan) ve
lenfositopatojenik (epitel hiicrelerde degisiklik yapmadigi ve enfeksiyondan 5 giin
sonra hiicrelerde apoptozise neden olan) seklinde rapor edilmistir (Ridpath ve ark.

2006).

27



BVDV genomu yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlar. Yapisal

ms

proteinler C, E™, E1, E2 ve p7 olarak tanimlanmistir.

C proteini; 88 amino asitten olusan, yaklasik 14-16 kDa agirhiginda,
poliproteinin N terminus bdlgesinde bulunan bir kapsit proteinidir (Heimann ve ark.
2006). Yapilan in vitro g¢alismalarda C proteininin RNA ile diisik affinitede
baglanabildigi, bdylece RNA genomunun konak hiicre sitoplazmasina aktarilmasi ve
translasyonu sagladigi tespit edilmistir (Murray ve ark. 2008). Flaviviridae ailesinde
bulunan BVDV, hog kolera viriis, hepasiviriis ve West Nile viriis C proteinlerinin
RNA katlanma mekanizmasmi diizenleyerek, yanlis katlanmalarin 6nlenmesi ve
diizeltilmesinde gorevli RNA saperon molekiilii 6zelliginde oldugu belirlenmistir

(Ivanyi-Nagy ve ark. 2008).

E™; E0 veya gp44/48 olarak da bilinen, zar glikoproteinidir. 227 amino asit
uzunlugunda, 100 kDa agirhginda ve distlfit baghh homodimer yapida olan E™®
enfekte hiicrelerden salgilanir ve riboniikleaz (RNase) aktivitesindedir (Riimenapf ve
ark. 1993, Schneider ve ark. 1993). E™ konak hiicre ile ilk temasta
glikozaminoglikanlara (GAGs) baglanmada gorevlidir (Igbal ve ark. 2000). Viral
replikasyon sirasinda pozitif ve negatif polariteli RNA viriislerinde sentezlenen ¢ift
iplikli RNA’nin  (dsRNA) IFN sentezi yolagmi uyardigi, bdylece IFN-o/p
transkripsiyonu gerceklestigi ve enfekte hiicrelerden IFN salgilandig1 belirlenmistir
(Pichlmair ve Sousa 2007). Bunun iizerine yapilan ¢aligmalarda rekombinant

ms»

pestiviral E ™ ’nin, sigir MDBK hiicrelerinde ekstraselliiler dsRNA’ya baglanarak
yikimladigi, bu sayede dsRNA araciligi ile uyarilan IFN sentezinin baskilandig1 ve

IFN i¢in antagonist etki meydana geldigi tespit edilmistir (Magkouras ve ark. 2008).

E1 ve E2; heterodimer baglanma 6zelliginde olup viriisiin hiicreye girisinden
sorumlu zar glikoproteinleridir (Ronecker ve ark. 2008). E2’nin, ndtralizan
antikorlarm olusumunu saglayan immiinodominant bir zar glikoproteini oldugu
bildirilmistir (Toth ve ark. 1999). E2, as1 ile immiinite ¢alismalarimda antijenik
farkliliklar ve baglanan monoklonal antikor yoniinden hedef almman O6nemli bir
glikoproteindir (Kalaycioglu ve ark. 2012). Glikoproteinler i¢in saperon ozelligi
tastyan 1s1 soku proteinleri (Heat Shock Proteins/Hsp) ile E2’nin birlestirilerek
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kompleks olusturuldugu calismada, in vitro CD4 T hiicre ¢ogalmasmi uyardig
belirlenmistir. Bunun yaninda in vivo Hspl10-E2 kompleksi ve E2’nin Quil-A
adjuvanti ile muamelesi sonucu iiretilen asmnin etkisi incelendiginde, in vitro modelin
aksine immiin yanitta Hsp110-E2’nin etkisiz kaldig1 ve yalnizca E2 ile hazirlanan
asinin uygulandigi grupta immiin yanitin daha fazla sekillendigi rapor edilmistir

(McLaughlin ve ark. 2011).

p7; hidrofobik yapida ve yaklasik 6-7 kDa agirliginda, viral kurguda ve
viriisiin, enfekte hiicrenin membranindan ¢ikisinda membran gecirgenliginin
diizenlenmesinde gorevli, viroporin olarakta adlandirilan, kiigiikk integral membran
proteindir (Harada ve ark. 2000). Arastiricilar ilerleyen donemde pestiviriislere karsi
yeni antiviral ajanlarin, p7 proteininin membran {izerindeki por yapilarinin
gecirgenlik 6zelligini hedef alarak gelistirilebilecegini spekiile etmektedir (Largo ve

ark. 2014).

Yapisal olmayan proteinler N* (p20), NS2/3 (p125), NS4A (p10), NS4B
(p32), NS5A (p58) ve NS5B (p75)’dir.

NP pestiviriislerin korunmus bdlgelerinden biri olup, viral poliproteinin
Cys-168 ve Ser-169 amino asitlerin karboksi (C) terminus bdlgesinden kesen,
yaklasik 20 kDa agirliginda ve 168 amino asitten olusan bir otoproteazdir (Stark ve
ark. 1993, Tratschin ve ark. 1998, Riimenapf ve ark. 1998). N**’nun IFN antagonisti
bir etkiye sahip oldugu ve N-terminal bdlgesinin IFN antagoniziminde rol oynadigi
belirlenmistir (Gil ve ark. 2006). BVDV cp ile enfeksiyonda IFN i¢in antagonist etki,
NP’ nun IFN sentezini kontrol eden hiicresel transkripsiyon faktorii IRF-3’e etkisi ile
gerceklestigi  belirlenmistir. Bu asamada viriisiin  IRF-3 aracili antiviral gen
aciklanmas1 baskilandigi, ardindan posttranskripsiyonel IRF-3  proteinlerin
olusumunun poliubikitinasyon ve proteazom aracili yikimlanma ile geriletildigi
anlasilmistir (Hilton ve ark. 2006, Chen ve ark. 2007). Benzer sekilde N”*’nun E™
ile birlikte intrauterin donemde fotiista IFN sentezini bloke edici etkisi ile

persistenlige neden oldugu belirlenmistir (Meyers ve ark. 2007).

NS2/3 (p125); 120 kDa agirliginda ve en biiylik proteinlerden biridir. NS2/3

proteaz ile kapsit proteini C ucu ile etkilesime girerek protein katlanmasini diizenler
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ve yeni virionlarin kurgulanmasinda gorev alir (Agapov ve ark. 2004). Dogal
enfeksiyon veya modifiye canli asilar ile agilanma sonrasinda NS2/3’e kars1 kuvvetli
bir immiin yanit olusumu ve antikor miktarinda artis gdzlenir (Ridpath 2013). NS3
(p80); serin proteaz, niikleosit trifosfataz (NTPase) ve RNA helikaz aktivitesi
sayesinde (—) polariteli kalip viral RNA ipligi sentezi ve enfeksiyoz viriis
iiretilmesinde gorevlidir (Suzich ve ark. 1993, Warrener ve Collet 1995, Gu ve ark.
2000). NS3, pek cok molekiiler filogenetik analiz ve ticari ELISA sistemlerinin
dizayn1 ¢alismalarinda hedef secilmistir (Deregt ve ark. 2005, Xia ve ark. 2007,
Makoschey ve ark. 2007). Ozellikle ticari ELISA sistemlerinde NS3’iin hedef
almmasinda ki en 6nemli neden olarak inaktif BVDV asilar1 ile agilama ardindan kan
serumu ve siitte NS3’e kars1 olusan antikorlarm, saha viriisii ile enfeksiyona gore
diisiik miktarda olmasi veya hi¢ meydana gelmemesi gosterilmektedir (Makoschey

ve ark. 2007, Sarikaya ve ark. 2011, Alvarez ve ark. 2012).

NS4A/B; yukarida bahsedilen NS3’{in serin proteaz aktivitesi i¢in kofaktorii
olarak gorev yaptig1 ve NS4B’nin viral sitopatojenitede rol oynadigi tespit edilmistir
(Xu ve ark. 1997, Qu ve ark. 2001). Ncp BVDV, NS2-4A fiizyon proteininin IFN-f
aktivasyonunda antagonist etki yaptig1 belirlenmistir. NS3/4A proteaz aktivitesi ile
kaspaz 3 ve kaspaz 9 yolaklarmi uyararak hiicresel apoptozisin sekillenmesinde

gorev yaptig1 rapor edilmistir (Gamlen ve ark. 2010).

NS5A; 56-58 kDa agirliginda ve viral replikasyonda gorevli, yapisal olmayan
hidrofilik bir fosfoproteindir. Pestiviriis NS5A ile hepatit C virlis NS5A’nin benzer
sekilde N amino ucu bdlgesinde c¢inko baglanma rezidiilerine sahip oldugu
belirlenmistir (Tellinghuisen ve ark. 2006). Ayrica NS5A’nin NF-xB (ntikleer faktor
kappa b) aktivasyonunu baskiladigt ve BVDV patogenezinde rol oynadigi rapor
edilmistir (Zahoor ve ark. 2010).

NS5B; 81-82 kDa agirhiginda, in vitro viral genom replikasyonunda ve
transkripsiyonda RNA bagimli RNA polimeraz olarak goérev yapmaktadir (Reed ve
ark. 1998, Steffens ve ark. 1999). Arg283, Arg285 ve 11e287 residiileri bu bdlgenin
en korunmus amino asitleri oldugu belirlenir iken, Arg285 ve Ile287’nin

pikornaviriislere yliksek benzerlikte oldugu rapor edilmistir (Curti ve Jaeger 2013).
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Viral genomun replikasyonu i¢in duyarli hiicreye tutunmasi, penetrasyon,
transkripsiyon, translasyon, viral RNA’nmn {retimi, kurgu ve serbest kalma
asamalarmin gerceklesmesi gerekmektedir (Bolat ve Doymaz 2005). BVDV
replikasyonunda;  virion diisik  yogunluklu lipoprotein (Low  Density
Lipoprotein/LDL), CD46, CD81 ve heparan siilfat reseptorleri araciligi ile hiicreye
tutunur (Maurer ve ark. 2004, Zezafoun ve ark. 2011, Li ve ark. 2013). BVDV’nin
hiicreye girisinde LDL reseptoriiniin 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir. Anti-LDL
reseptorii monoklonal antikor ile bloke edilir ise BVDV’nin sigir tiirbinata (Bovine
Turbinate/BT) hiicrelerinde enfeksiyonu inhibe edici etkiye neden oldugu rapor
edilmistir (Agnello ve ark. 1999, Krey ve ark. 2006). Pestiviriisler reseptorlere ve
asidik pH’ya bagiml olarak klatrin aracili endositoz ile duyarl hiicreye giris yapar
(Lecot ve ark. 2005). Bu basamag1 E1 ve E2 glikoproteinleri diizenler. E2 hiicresel
tropizm, hiicre yiizey reseptorlerine (CD46 veya CD81) baglanma ve ndtralizan

antikor epitoplarini icerme 6zelligindedir (E1 Omari ve ark 2013, Li ve ark. 2013).

Penetrasyon sathasinda zarfli virionlar, endositik yol ile duyarli hiicrelere
genomik RNA'y1 transfekte ederler (Flores ve ark. 1996). Eklips sathasi
enfeksiyondan sonra yaklasik 8-10 saat arasinda slirmektedir. Genomik RNA
sitoplazma igerisinde serbest kalarak transkripsiyon ve translasyon asamalar1
diizenlenmeye baslar (Gong ve ark. 1996). Transkripsiyonda pozitif polariteli tek
iplikli RNA (Single-Stranded RNA/ssRNA)’ya sahip olan BVDV’nin, virion iginde
transkriptaza ihtiyaci yoktur. Tek bir polisistronik mRNA gorevi goren genom, bir
poliprotein sentezler. Bu proteinlerden biri RNA’ya bagli RNA polimerazdir. RNA
polimeraz, pozitif polariteli ssRNA’dan komplementer negatif polariteli ipligi
sentezler. Bu negatif polariteli iplik, pozitif polariteli viriis genomunu iiretmek i¢in
sablon olarak kullanilir. Viral genomun 5' ucunun “internal ribosomal entry site
(IRES)” tutunmasi ile viral RNA, polisistronik olarak translasyona ugrar. Hiicrenin
enfeksiyonundan yaklagik 3 saat sonra viral proteinler goriilmeye baslar ve 12-14
saat icinde en yiiksek seviyeye ulasir. Translasyon neticesinde ortaya c¢ikan
poliprotein proteaz aktivitesine sahiptir. Proteazlar belli tanima bdlgelerinden

poliproteini daha kiigiik parcalara keserler (Lindenbach ve ark. 2007).
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BVDV’nin serbest kalma sathasinda hiicreden c¢ikisi tomurcuklanma ile
gerceklesir. Golgi kompleksi veya graniillii endoplazmik retikulumun membrani ile
plazma membramn fiizyona ugrayarak virionlar ekzositozla hiicre digina salinir (Bolat

ve Doymaz 2005, Sagar ve ark. 2008).

1.2.2. Epidemiyoloji

BVDV diinyanin pek ¢ok bdlgesinde yaygin olarak goriilen ve ekonomik kayiplara
neden olan sigirlarin viral enfeksiyonudur. BVDV enfeksiyonu ilk kez 1946 yilinda
Kanada’nim batisinda “X Hastalig1” olarak adlandirilmistir. Arastiricilar bu hastaligin
sulu-kanlt ishal, dehidrasyon, tasikardi, anoreksi, salya artisi, agiz ve burun
mukozasinda erozyonlar ile karakterize oldugunu bildirmislerdir (Childs 1946). Ayni
yil Amerika’da Cornell Universitesinde gorevli Olafson ve arkadaslar: tarafindan
sigirlarda goriilen ve “X Hastalig1” ile benzer semptomlar ile seyreden yeni bir salgin
hastaligin varlig1 bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile bu yeni hastaligin 16kopeni, siit
veriminde diisme ve abort vakalarinda artisa neden oldugu tespit edilmistir. Hasta
hayvanlardan hazirlanan inokulumdan yapilan kiiltiir deneylerinde herhangi bir
bakteri iirememesi sonrasinda, bu hastalik etkeninin viral kaynakli ve tekrar

iretilebilir bir etken oldugu sonucuna varilmistir (Olafson ve ark. 1946). Daha sonra

bu yeni hastalik, sigirlarin “viral diarrhea” hastaligi olarak adlandirilmistir.

1950’11 yillarda lowa’da yasayan cift¢iler daha dnce karsilasmadiklar1 yeni bir
hastaligin varligindan bahsetmislerdir. Bunun iizerinde Iowa Universitesinde gorevli
veteriner hekimler yeni vakalarin daha 6nceden tanimlanan viral diarrhea hastaligi ile
benzer semptomlu bir hastalik olabilecegini rapor etmislerdir. Yapilan incelemeler
sonucu bagirsak kanalinda erozyonlar, hemorajiler ve az miktarda yangi hiicresi
infiltrasyonu tespit etmislerdir. Belirlenen semptomlar esliginde bu sendroma
“mucosal disease” adin1 vermislerdir (Ramsey ve Chivers 1953). BVDV-1"in ilk kez

1954 yilinda, BVDV-2 ise ABD ve Kanada’da 1990’1 yillarin basinda, yiiksek
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patojenik viral etken olarak izole edildigi bilinmektedir (Baker ve ark. 1954, Ridpath
ve ark. 1994).

Ulkemizde BVDV enfeksiyonu ilk kez 1964 yilinda, kiiltiir k1 ineklerde
meydana gelen klinik hastalik bulgularina gore tespit ve teshis edilmistir (Onciil ve
ark. 1964). Tiim diinyada yaygin olarak bulunan BVDV enfeksiyonunun prevalansi
iilkelere gore degisiklik gosterir. BVDV enfeksiyonu vertikal ve horizontal olarak
bulagma gosterirken, seroprevalansin %60-85, persiste enfeksiyon oraninin ise %1-2
arasinda oldugu bildirilmistir (Houe 1999). Ulkemizde BVDV seroprevalansi iller ve
bolgeler bazinda farklilik gostermek 1ile birlikte yapilan ¢aligmalar sonucu
seroprevalansin %46-86 ve persiste enfekte (PE) sigir varliginin %0.07-4.9 oldugu
rapor edilmistir (Burgu ve ark. 1999, Ak ve ark. 2002, Burgu ve ark. 2003, Tan ve
ark. 2006a, Yildirim ve ark. 2011, Oztiirk ve ark. 2012, Yilmaz ve ark. 2012, Avci ve
Yavru 2013). Tez kapsaminda Ornek alman iller bazinda Kirikkale’de sigirlarda
antikor varlig1 %86.6, antijen varligr %1.87-3.07 (Sarikaya ve ark. 2012, Azkur ve
ark. 2013a), koyunlarda pestiviriis antikor varligr %74.51 ve antijen varhgi %4.37
(Azkur ve ark. 2011) olarak belirlenmistir. Corum’da sigirlarda antijen varligi %16
(Sarikaya ve ark. 2012), koyunlarda antijen varligi %0-2.38 arasinda degismektedir
(Yazict ve ark. 2012, Albayrak ve ark. 2012). Yozgat’ta sigirlarda antijen varhigi %0-
2.5 (Oguzoglu ve ark. 2011, Sarikaya ve ark. 2012) olarak tespit edilmistir.
Ankara’da ise mandalarda antikor varligr %63.1 (Giir ve Akca 2008), sigirlarda
antijen varligr %0-27.5 (Oguzoglu ve ark. 2012, Sarikaya ve ark. 2012) olarak

belirlenmistir.

BVDV hastaliginin primer konakcisit sigirlardir. Sigirlar haricinde geyik,
koyun, domuz ve bir¢cok vahsi ruminant tiiriinde pestiviriis antikorlar1 belirlenmistir
(Nettleton 1990, Passler ve ark. 2007, Azkur ve ark. 2011, Kirchgessner ve ark.
2013). BVDV antijeni, sigir disinda, koyunlarda (Entrican ve ark. 1995), Asya
mandalarinda (Bubalus bubalis) (Craig ve ark. 2008), Tibet sigirinda (Bos poephagus
grunniens) (Mishra ve ark. 2008), alpakalarda (Vicugna pacos) (Foster ve ark.
2007b, Steffen ve ark. 2014), beyaz kuyruklu geyiklerde (Odocoileus virginianus)
(Passler ve ark. 2010, Ilha ve ark. 2012), develerde (Intisar ve ark. 2010, Gao ve ark.
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2013) ve ak dag kecgilerinde (Oreamnos americanus) (Nelson ve ark. 2008) tespit

edilmistir.

BVDV’nin sa¢ilmasinda PE buzagilar 6nemli rol oynamaktadir. Bu tiir
hayvanlar klinik belirti olmaksizin viicut salgilar1 ile siirlideki diger hayvanlari
enfekte ederler. Enfekte hayvanlar kan, gbzyasi, oral ve nazal akintilari, stt, diski,
idrar, uterus akintis1 ile direkt olarak viriis sacarlar. indirekt olarak kontamine yem,

su, ekipman, canli BVDV asilari, veteriner malzemeleri ile viriis sagilir (Houe 1999).

BVDV’nin bulasmasinda dogal ¢iftlesme veya suni tohumlama
uygulamalarinda viriis ile enfekte bogalarin kullanilmas1 6nemli bir etkendir. Enfekte
boga spermasinda viriisiin titresi 5-75 TCIDs¢/ml olarak belirlenmistir (Kirkland ve
ark. 1991). Embriyo transfer uygulamalarmin BVDV’nin bulagsmasinda ki rolii pek
cok arastirmada incelenerek ortaya konulmustur (Waldrop ve ark. 2004, Perry 2007,
Lalonde ve Bielanski 2011). Bielanski ve ark. (2013a) arastirmalarinda BVDV ile
enfekte embriyolarm, embriyo transferi sirasinda diinya hayvan sagligi Orgiitii
(World Organization for Animal Health/OIE) ve uluslararasi embriyo transferi
dernegi (International Embryo Transfer Society/IETS) tarafindan belirlenen embriyo
yikama isleminin BVDV’nin bulagsmasinda etkisini incelemislerdir. Bunun i¢in
BVDV ile persiste enfekte boga spermasi ile suni tohumlanan BVDV seronegatif
ineklerden elde edilen embriyolarmn bir kismi yikama islemine tabi tutulur iken, bir
kisim embriyo yikama islemi yapilmadan direkt kullanilmistir. Arastiricilar yikama
islemi goren embriyolar ile BVDV’nin alic1 (Recipient) sigirlara ve yavrularina
bulagmadigini tespit etmislerdir ve bu islemin embriyo transferinde uygulanmasi

gereken onemli bir asama oldugunu rapor etmislerdir.

1.2.3. Patogenez ve Patoloji

BVDV’nin oral ve/veya nazal yol ile bulagsmasini takiben giris bolgesine yakin

mukozada ve/veya gastrointestinal sistemde bulunan bagirsak kript hiicrelerinde
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primer viriis c¢ogalmast meydana gelir. Salivasyon, nazal akmtilar, mukozal
iilserasyon ile kript hiicrelerinde, kolon, rektum ve ileum lenfoid dokularinda
nekrozlar sekillenir (Odedn ve ark 1999). Viriisiin, fagositik hiicreler ile lenfoid
dokulara tagindig1 ve bu bolgelerde primer ¢ogalma ardindan viremi ile tiim viicuda
yayilarak ates, ishal, 10kopeni ve immiinosupresyona neden oldugu bildirilmistir
(Brownlie 1991). Lékopeni, T lenfositler (CD4", CD8"), B lenfositler ve notrofillerin
sayisimin azalmasi ile karakterizedir (Brewoo ve ark. 2007). BHV-1 ile BVDV miks
enfeksiyon durumlarinda ise buzagilarda CD4" T ve B lenfositlerde enfeksiyondan 4
giin sonra azalma belirlenirken, CD8" T lenfositlerin enfeksiyondan yaklasik 6 saat
sonra azaldig1 rapor edilmistir. Fakat monosit seviyesinde herhangi bir degisiklik

goriilmemistir (Molina ve ark. 2013).

Akut enfeksiyon srasinda sigirlarin ¢ogu subklinik ve orta siddette
semptomlar (hafif ates, I6kopeni) gostererek seropozitif hale doniisiirler. Enfeksiyona
kars1 antikor olusumu ilk olarak 2—4. giinlerde tespit edilirken, 10—12. haftalara kadar
artmaya devam eder. Enfeksiyondan sonra 39-56. giinler arasinda viriisiin,
mezenterik ve bronsiyal lenf nodiillerinden izole edildigi bildirilmistir (Brownlie
1990). Spesifik patojenlerden ari (Specific Pathogen-Free/SPF) buzagilarin BVDV
ile deneysel enfeksiyonu sonucu viicut sivilar1 ve organlarda tespit edilen BVDV
titresi incelenmistir. Buna gore nazal akintida enfeksiyondan sonra 1-8. gilinlerde 2.5-
3.2 logip TCIDso/ml, tonsil, dalak, jejunum ve lenf yumrularinda 2-9. giinlerde 2.3-
5.9 logip TCIDsy/gr, timus ve ileumda 3-9. giinlerde 2.3-7.3 log;o TCIDso/gr,
bobrekte 4-5. giinlerde 2.3-3.5 log;p TCIDso/gr, kolonda 4-9. giinlerde 2.3-4.7 log;o
TCIDso/gr, akciger, karaciger, kolon, sekum, ovaryum ve testis dokularinda 5-9.
gilinlerde 2.3-5.8 logl0 TCIDso/gr degisen titrelerde BVDV antijen varligi tespit
edilmistir (Bruschke ve ark. 1998). Bazi siddetli olgularda mukozal yiizeylerde ve
organlarda petesiyel kanamalar ve trombosit seviyesinde hizli azalma ile sekillenen

trombositopeni tablosu rapor edilmistir (Corapi ve ark 1989, Corapi ve ark 1990).

BVDV-1 ve BVDV-2, PE sigirlarda merkezi sinir sisteminde serebellum,
olfaktdr lob, hipokampus ve serebral kortekse yerleserek cogalirken, morfolojik
degisikliklere neden olmadigi bildirilmistir (Fernandez ve ark 1989). BVDV-1

enfeksiyonu sonrasinda dil ve Ozafagus mukozasinda polimorfoniikleer hiicre
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infiltrasyonu goriiliir. Bu durum mukozal hastalikta daha siddetli seyrederek sindirim
sisteminde erozyonlar ve iilserlesmeler ile sert damak, dis etleri, dil ve 6zofagusta
nekrotik plaklarin olusumu ile seyreder (Flores ve ark. 2000). Abomazumda kanama
ve yaygin iilserler sekillenir. [leum, kolon ve sekumda hemorajik ve fokal iilserler ile
peyer plaklarinda nekrozlar goriiliir. Mezenterik lenf nodiilleri 6demli ve siskin
olmakla birlikte hemorajiler olusur (Bruschke ve ark. 1998). Incebagirsak
submukozal ve mezenterik arteriollerinde dejenerasyon ve nekrozlar goriiliir. Damar
duvarinda ve perivaskiiler bolgede mononiikleer hiicre infiltrasyonu mevcuttur ve bu
lezyonlar yalnizca incebagirsakla sinirli olmayip kalp, beyin ve adrenal kortekste de

rastlanmaktadir (Blowey ve Weaver 2003).

Ovaryumlarin BVDV ile enfeksiyonu sonucu, oositler, folikiiler sivi,
graniilosa hiicreleri ve tuba uterina hiicrelerinden viriis izole edilir iken, BVDV’ye
spesifik antikorlarin folikiiler sividan tespit edildigi rapor edilmistir (Booth ve ark.
1995, Bielanski ve Dubuc 1995, Bielanski ve ark. 1998, Tsuboi ve Imada 1998,
Galik ve ark. 2002). Ncp BVDV ile enfekte diivelerin ovaryumlarinda enfeksiyondan
sonra 6. ve 8. giinlerde virlis izole edilmistir. Viral antijen ise ovaryum korteksindeki
stromal ve makrofaj benzeri hiicrelerden enfeksiyondan sonra 6 ile 60. giinler
arasinda belirlendigi bildirilmistir (Grooms ve ark. 1998). BVDV ile akut enfekte
bogalarin testis dokusunda viriis, enfeksiyondan sonra 21 giin igerisinde izole
edilebilir. Bunun yaninda viral RNA spermada enfeksiyondan sonra 7. aya kadar

tespit edilebilir (Givens ve ark. 2003).

BVDV’nin patogenezinde fotusun uterus iginde enfeksiyonunu takiben
gelisen persistenlik 6nemlidir. Gebe siirlar cp ve ncp BVDV ile enfekte
olduklarinda, fotusta enfeksiyon gelisir (Bruschke ve ark. 1998). Persistenligin
patogenezini viriisiin biyotipi ve gebelik zamani belirler. Fotusta immiinotolerans

gebeligin yaklasik 110-120. giinleri arasinda gelisir.

Gebeligin ilk trimesterinde cp biyotiple enfeksiyon, genellikle fotusta
kongenital malformasyon, mumifikasyon, 6liim ve aborta neden olur (Brownlie ve
ark. 1998). Fotus, immiinotolerans gelismeden dnce ncp biyotip ile enfekte olur ise,

etkene spesifik notralizan antikorlar gelismeyerek virlis self-antijen olarak algilanir
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ve persiste enfeksiyon gelisir (Brownlie ve ark. 1989). PE buzagilar dogumdan
hemen sonra, kolostrum almadan 6nce incelendiklerinde spesifik antikor yoniinden
negatif fakat BVDV antijeni yoniinden pozitif olduklar: tespit edilmistir (Brown ve
ark. 1979, Kuhne ve ark. 2005). Kolostrum ile aldiklar1 maternal antikorlarin etkisi
kaybolduktan sonra ise daha yiiksek titrede ve stirekli ncp viriis sagmaya yasam boyu
devam ederler. Boylece siiriide persiste yavru dogumlarmin artmasina yol agarlar. PE
sigirlar tekrardan ncp biyotip ile enfekte olduklarinda yanitsiz kalmalarina ragmen
diger antijenlerle enfekte olduklarinda immiin yanit gelistirebilirler (Kelling ve
Topliff 2013). BVDV ile enfeksiyon gebeligin 120. giiniinden sonra gerceklesir ise
kongenital bozukluklar serebellar hipopilazi, katarakt, retinal dejenerasyon, iskelet

anomalileri, ve genel gelisim geriligi sekillenir (Done ve ark. 1980).

BVDV’nin otofaji ile MDBK hiicrelerinde enfeksiyonun erken doneminde
canli kalabildigi belirlenmistir. Yapilan ¢calismada 3-MA ve wortmannin gibi otofa;ji
baskilayicilarmmm veya LC3 ile Beclinl gibi otofaji iliskili genleri hedef alan
lentiviriis ile yapilan RNA interferensin (RNAi), BVDV NADL susunun
replikasyonunu baskiladigi tespit edilmistir. Enfeksiyondan 18 saat sonra rapamisinin
uygulamasindan sonra otofajinin indiiklendigi ve viriisiin replikasyonunda artig
oldugu gozlenmistir. Enfeksiyondan 18 saat sonra azalmaya baglayan 5' UTR mRNA
seviyesinin otofagozom fiizyonunu bloklayan ve lizozomal asidifikasyonu
baskilayarak otofajiyi engelleyen klorokin ile tersine g¢evrildigi tespit edilmistir.
Buna gore otofajinin, MDBK hiicrelerinde enfeksiyonun erken déneminde BVDV
NADL susu replikasyonu i¢in pozitif bir etki meydana getirdigi rapor edilmistir (Fu
ve ark. 2013).

Mukozal hastalik (Mucosal Disease/MD) PE bireylerde ortaya ¢ikan yiiksek
mortaliteye sahip bir hastalik sendromudur. Ncp BVDV ile enfekte PE sigirlarin, cp
BVDV ile enfekte olduklarinda veya ncp BVDV’de meydana gelecek mutasyonlar
sonucu mutlak dliimle sonuglanan mukozal hastalik gelisir (Brownlie ve ark. 1989).
Mutasyonlar genom tarafindan kodlanan NS2-3, NS3 ve NP gen bolgelerinde
meydana gelen sekans insersiyonlari, gen duplikasyonlar1 ve delesyonlar ile tekli
niikleotid degisikleri seklinde gerceklesmektedir (Tautz ve ark. 1994, Kummerer ve
ark. 2000, Nagai ve ark. 2003). Cp BVDV biyotipi ile enfeksiyon sekillenmesi ve
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Olim arasinda birkag¢ giin ile birkac hafta arasinda degisen kisa bir siire mevcuttur.
MD nedeni ile 6len hayvanlarda yapilan otopside tiim gastrointestinal sistemde
erozyonlar gozlenir, peyer plaklarinda konjesyon ve hemoraji odaklar: ile kataral
yang1 bulgular1 vardir. Bagirsak icerigi koyu renkli ve kotii kokulu olup mukozasi

kalinlasmistir (Bolin 1995, Bielefeldt-Ohmann 1995).

1.2.4. Klinik Belirtiler

Akut BVDV enfeksiyonlar1 sigirlarda  solunum, gastrointestinal, iireme,
kardiovaskiiler ve merkezi sinir sisteminde ¢esitli klinik semptomlara neden
olmaktadir (Baker 1990). Abort, d6l tutmama, erken embriyo 6liimleri ve kongenital
anomaliler en yaygin gozlenen lireme problemleridir. BVDV, ineklerde ovaryumlar1
etkileyerek fonksiyon bozukluklar1 yani1 swra gonadotropin ve progesteron
hormonlarindaki anormal degisiklikler ile birlikte infertiliteye neden olur (Grooms ve
ark. 1998, Fray ve ark. 2002). Solunum ve sindirim sistemi mukozasinin enfeksiyonu
ardindan yiiksek ates, 16kopeni ve trombositopeni semptomlar1 ile 15 giin kadar
siirebilen kisa bir viremi goriiliir (Polak ve Zmudzinski 2000, Stoffregen ve ark.

2000).

Klinik olarak goriilen hemorajik lezyonlar ve trombositopeni vakalari
sporadik olarak Kanada ve Amerika gibi bazi iilkelerde bildirilmistir (Corapi ve ark.
1990, Pellerin ve ark. 1994). Ozellikle ncp BVDV-2 ile enfeksiyon sonucu trombosit
fonksiyonlarinda degisim tespit edilmistir (Walz ve ark. 2001). BVDV’nin solunum
sisteminin akut enfeksiyonlar1 tam olarak anlasilamamakla birlikte patogenezinde
solunum hastaliklar1 kompleksini (Bovine Respiratory Disease Complex) olusturan
diger patojenler olan Pasteurella multocida, Manheimia hemolytica, parainfluenza-3
viriis, bovine respiratuvar sinsityal virlis ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi

bildirilmektedir (Fulton ve ark. 2000a, Ridpath 2010).
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Fotal enfeksiyonlar duyarli ve gebe ineklerin BVDYV ile enfeksiyonu sonucu
sekillenmektedir. Enfeksiyonun siddeti; virlisiin biyotipi ve viriilensi yaninda
enfeksiyon sirasinda gebelik donemi gibi etkenlere bagl olarak farklilik gosterir
(Kelling ve Topliff 2013). Embriyonun uterusa tutunmadigi gebeligin ilk 18 giinlinde
BVDV zona pellusida’ya penetre olamadigi i¢in enfeksiyon sekillenmedigi
belirlenmistir (Moennig ve Liess 1995). Gebeligin 30. giliniinden sonra ilk trimester
siiresinde meydana gelen BVDV enfeksiyonu PE buzagilarin dogumuna neden

oldugu rapor edilmistir (Brownlie ve ark. 1998).

Gebeligin 80-150. giinlerinde ncp BVDYV ile enfeksiyon sonucu fotal dliimler
ve abortlar ile konjenital anomaliler sekillenmektedir. Meydana gelen anomaliler;
merkezi sinir sisteminde (mikroensefali, serebral hipoplazi, hidrosefalus), gozlerde
(katarakt, retinal dejenerasyon), solunum sisteminde (pleural, peritoneal ve pulmoner
efflizyon), iskelet-kas sisteminde (artrogripozis, biiyiime gerili§i, perosomus
elumbis) ve fotusun deri altinda 6dem birikmesi olarak belirlenmistir (Done ve ark.
1980, Baker 1995, Fray ve ark. 2000, Otter ve ark. 2009, Blanchard ve ark. 2010,
Karakaya ve ark. 2013).

Dogan PE buzagilar zayif goriiniimliidiir ve yaklasik %50’sinde dogumdan
sonraki ilk yilda 6liim gozlenir (McClurkin ve ark. 1984, Brownlie ve ark. 1998).
BVDV, PE buzagilarin beyin, timus, deri, akciger, lenf nodiilleri ve sindirim kanal1
epitel ve lenfoid hiicrelerinden izole edilebilir (Liebler-Tenorio ve ark. 2004). Viicut
sicaklig1 ve solunum sayilar1 PE hayvanlarda normal seviyede olmasina ragmen,
serumda tiroid hormonu {tiroksin (T4) ve triodotironin (T3)} konsantrasyonunun
enfeksiyondan 7-9 giin sonra normal buzagilara goére daha diisik oldugu
belirlenmistir (Larsson ve ark. 1995). Yapilan bir ¢alismada gebeligin 190. giliniinde
sezaryen ile alinan PE fotuslar makroskobik anatomik yapilar1 incelendiginde viicut
agirliklar1 yaninda kalp cap1 ve sagr1 bolgesi genisliginin normal fotuslara gére daha
az oldugu gozlenmistir. Bunun yaninda ayni ¢alismada PE fOtuslara ait femur
kemiklerinin i¢ ¢apmnin ve medullar boslugun belirgin bir sekilde daraldigi rapor

edilmistir (Smirnova ve ark. 2008).
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Persiste enfekte bogalar spermalar1 ile yitksek miktarda viriisi (107
CCIDso/mL) c¢evreye yayarlar. Bu nedenle dogal ve/veya suni tohumlama igin
kullanilan bogalarm BVDV yoniinden test edilmeleri gerekmektedir (Polak ve
Zmudzinski 1999). PE inekler, hastaligin yayilmasinda potansiyel kaynak olup, in
vitro fertilizasyon teknikleri i¢in kullanilan biyolojik malzemeler (sigir serum, sigir
hiicre kiiltiirleri) BVDV’den tamamen ari olmalidir (Booth ve ark. 1995, Vanroose
ve ark. 1998).

Mukozal hastalik sendromu, PE buzagilarin dogum sonras1t BVDV cp biyotipi
ile siiperenfeksiyonu ile sekillenebilmektedir. Bunun disinda enfeksiyona neden olan
ncp biyotipinde meydana gelen mutasyonlarin da mukozal hastalia neden olabildigi
rapor edilmistir (Fritzemeier ve ark. 1997, Smirnova ve ark. 2008). Mukozal hastalik,
6-24 ay yas araligindaki sigirlarda diisitk morbidite ve yiiksek mortalite ile seyreder.
MD’de klinik olarak anoreksi, yiiksek ates, ishal, kondiisyon kaybi ve olim
gozlenmektedir (Brownlie ve ark. 1991). Bunun yaninda burun, dudaklar, dil, rumen,
retikulum ve abomazumda erozyon ve iilserler sekillendigi tespit edilmistir (Kelling

ve Topliff 2013).

1.2.5. immiinite

BVDV ile enfekte hayvanlarda antijen varligi lenfoid ve miyeloid hiicreleride igeren
farkli hiicre tiirlerinde tespit edilebilir (Bruschke ve ark. 1998). Makrofajlar
icerisinde replike olan cp ve ncp biyotipleri LPS’e cevap olarak olusan superoksit
anyon ve TNF olusumunu azaltirken, ncp biyotipi nitrik oksit liretimini arttirir. Bu
durumun BVDV’nin immiin baskilayici 6zelligini gosterdigi belirtilmektedir (Adler
ve ark. 1994, Adler ve ark. 1996, Peterhans ve ark. 2003). Ncp BVDV ile enfekte
olan gnotobiyotik ve konvansiyonel olarak yetistirilen buzagilarda enfeksiyondan
sonra 1-7 giin icerisinde serumda artan oranlarda IFN-a ve B tespit edilmektedir. PE
hayvanlarin serumunda IFN-a ve B tespit edilmedigi bildirilmektedir (Brackenbury

ve ark. 2003).
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Toplam 16kosit sayisinin enfeksiyondan sonra 3. giinde Onemli oranda
azaldig1 (<6x10°/I"") belirlenmistir. Takip eden 6-9 ve 12. giinlerde kontrol grubuna
oranla BVDV enfekte sigirlarda 16kosit sayis1 azalmaya devam etmektedir. Meydana
gelen lokopeni tablosu belirgin sekilde lenfosit, monosit ve nétrofil miktarmdaki
disiis ile iligkilendirilmistir. Bu asamada lenfosit sayis1 enfeksiyondan sonra 3-9.
giinler arasinda belirgin sekilde azalirken (<2x10°/I'"), 12.giinde kismen artis
gosterdigi tespit edilmistir. Monosit sayis1 dalgali bir seyir gostererek 3. ve 9.
giinlerde yapilan Slgiimde azaldigi (<0.5x10°/1"), 6. ve 12. giinlerde ise arttig
belirlenmistir. Nétrofil sayist 3. ve 12. giinde azalma gostermektedir (<2x10°/17).
CD4" T lenfosit sayisinin enfeksiyonda sonra 1. giinde yiikseldigi (>0.8x10°/1""), 3-6.
giinlerde ise azaldigi gozlenmistir. CDS" T lenfositler 3-6. giinlerde azalmasina
ragmen (<0.2x10°/1""), 12.giinde kontrol grubu ile aym seviyede oldugu
belirlenmistir. B lenfositlerin ise 3-6 ve 9. giinlerde yapilan 6l¢iimlerde kontrol
grubuna oranla azaldigi (<0.4x10°/1"") tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada serumda
sitokin seviyeleri incelendiginde IL-1p en yiiksek seviyeye (1.21 ng/ml)
enfeksiyondan sonra 9. giinde ulastigi belirlenmistir. TNF-a seviyesinde
enfeksiyondan sonra 1. gilinde artis olmasina ragmen kontrol grubu ile
karsilastirildiginda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. Serumda IFN-y seviyesi
enfeksiyondan sonra 1-3. giinlerde, IL-12 seviyesi 3-6. gilinlerde en yliksek seviyeye
ulastig1 belirlenmistir. Serumda antienflamatuvar sitokinlerden IL-4 seviyesinde
BVDV ile enfekte grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel fark belirlenemezken,
IL-10 seviyesinde enfeksiyondan sonra 3. ve 12. glinlerde artis oldugu gozlenmistir

(Molina ve ark. 2014).

Ncp BVDV ile enfekte monositlerde TLR3 ve TLR7 gen agiklanmasi cp
biyotipe gore daha fazla oldugu rapor edilmistir. TLR3 mRNA agiklanmasi
enfeksiyonun erken doneminde baskin olmakla birlikte, enfeksiyondan 24 saat sonra
TLR3 gen agiklanmasi azalir ve ge¢ donemde her iki biyotipte TLR7 mRNA
aciklanmasi arttigi gézlenmistir. Ncp BVDV ile enfeksiyondan 1 saat sonra IFN I
gen aciklanmasinda artig goriliir. Sigirlarda enfeksiyondan 24 saat sonra ise IFN I
gen aciklanmasinda cp ve ncp biyotipleri arasinda fark belirlenmemistir. TNF-a, IL-
Ip ve IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinlerin seviyesi her iki biyotipte

baskilanmaktadir. Thl hiicrelerden salgilanan IL-12 seviyesinde ncp BVDV ile
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enfeksiyondan bir saat sonra TLR3 aciklanmasi ile dogru orantili olarak artis
gozlenmektedir. Fakat enfeksiyondan 24 saat sonra IL-12 ve IFN-y seviyesinde iki
biyotip icin degisim gozlenmemistir. ASH hiicrelerinde aciklanan CD80/CD86
kostimiilator molekiillerin her iki biyotipte enfeksiyondan 24 saat sonra daha az
aciklandigr bildirilmisti. Cp ve ncp BVDV’nin  immiin yanittan kacis
mekanizmasinda proenflamatuvar sitokinler yaninda IFN I ve Thl/Th2 sitokin
genlerinin agiklanmas1 ile profesyonel antijen sunan hiicrelerde CD80/CD86

aciklanma seviyesinin etkin rol oynadigi rapor edilmistir (Lee ve ark. 2008).

Viicuda giren patojenler ile miicadelenin ilk hattin1 olusturan monosit-
makrofaj hiicrelerinden, enfeksiyona karsi dogal immiin yanit sirasinda cesitli
kemokinler salgilanir (Lim ve Murphy 2011). Yapilan arastirmalarda cp BVDV ile
enfeksiyonun erken doneminde makrofa; hiicrelerinde CCL ve CXCL ailesi
kemokinlerin transkripsiyonel artis1 meydana gelir iken, ncp BVDV i¢in degisiklik
sekillenmedigi belirlenmistir. Bunun yaninda ncp BVDV ile enfekte makrofajlarda
CCLA4, CCL8, CXCLI1, CXCL8 ve CXCL3 kemokinlerinin mRNA ag¢iklanmasinin,
enfekte olmayan hiicrelere oranla baskilandigi belirlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda
ncp BVDV’nin immiin sistemden kag¢is mekanizmasi olarak makrofajlardan IFN I
iiretilmesini ve apoptozis olusumunu baskilamasi yaninda kemokin aktivitesini de

engelledigi sonucu rapor edilmistir (Burr ve ark. 2012).

BVDV’ye bagisiklikta CD4" T hiicreleri aktif rol oynamaktadir. T hiicre
cevabi cp biyotipi i¢cin enfeksiyondan sonra 3-4. haftada, ncp biyotipi icin 6-8.
haftalarda sekillenmeye baslamaktadir (Collen ve Morrison 2000). Yapilan
calismalarda BVDV ile enfekte buzagilarda bronkoalveoler lavaj sivisinda anti-
BVDV IgA ve anti-BVDV IgG miktar1 ile CD4" ve CD8" hiicre sayilarinda artis
oldugu belirlenmistir (Silflow ve ark. 2005). Modifiye canli ve 6lit BVDV suslari ile
hazirlanan asilar, sigirlarda antikor ve T hiicre cevabini tetikler. Benzer sekilde
BVDV-1a ve BVDV-2a suslar1 igeren modifiye canli ve inaktif asilar ile buzagilarda
antikor ve T hiicre cevabi uyarilir (Platt ve ark. 2006, Platt ve ark. 2008). Buzagilarin
kolostrumda bulunan maternal antikorlar ile viral antijene kars1 bagisikliklar1 saglanir

iken, bu donemde yapilan olast bir asilamanin etkileri baskilanir. Buzagilar
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tarafindan abzorbe edilen kolostral antikorlarin serumdaki yarilanma 6mrii 22.8-23.1

giin arasinda degistigi belirlenmistir (Fulton ve ark. 2004).

BVDV ile daha once karsilasarak veya asi ile bagisiklik kazanmis yetiskin
sigirlar ncp BVDV ile enfekte olduklarinda hastalik semptomlarmin daha hafif
seyirli oldugu bildirilmistir (Harding ve ark. 2002, Muller-Doblies ve ark. 2004).
Gebe sigirlar ncp BVDV ile gebeligin 150. gliniinden sonra enfekte olur ise fotiista
ve anada immiin sistem viriise karsi immiin cevap gelistirir ve gecici enfeksiyon
(Transient Infection/TE) meydana gelir. Gelisen fotusun, gebeligin 150. giiniinden
once ncp BVDV ile enfekte olmasi durumunda fotal immiin sistem viriise karsi yanit
olusturmadigini deneysel olarak gostermislerdir (Stokstad ve ark. 2003, Smirnova ve
ark. 2008). Ncp BVDV immiin sistemden ka¢is mekanizmasinin temelini [FN-I
yanitmin baskilanmasi olusturmaktadir (Schweizer ve ark. 2006). IFN-I, miksoviriis
diren¢ faktorii 2 (MX2), 2'5'-oligoadenilat-sentetaz-1 (OAS-1), dsSRNA bagli protein
kinaz (PKR) ve interferon stimiile edici genler (ISGs) gibi ¢esitli genlerin
aciklanmasini uyarrr (Takaoka ve Yanai 2006). ISG15, antiviral aktiviteye sahip,
hiicrelerden salinarak ekstraselliiler sitokin gorevi yapan veya ubiquitine benzer
sekilde intraselliiler hedef proteinin C terminal bolgesi ile birlesen, IFN-I stiimiile
edici bir gendir. ISG15’in influenza, herpesviriis ve sindbis viriisleri i¢in in vivo
olarak farelerde antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Kim ve Zhang 2003,
Lenschow ve ark. 2007). Ncp BVDV’nin, sigirlarda gebelik donemine bagli olarak
maternal ve fotal immiin sistem iizerine etkileri bilim insanlar1 tarafindan halen
gecerliligini koruyan bir arastirma konusu oldugu anlasilmaktadir. Son donemde
ozellikle ncp BVDV kaynakli PE enfeksiyonun olusum mekanizmasi hakkinda
yapilan detayli calismalarin varhigi literatiirde artis goOstermistir. Bu kapsamda
yapilan bir ¢alismada; PE fotiis olusturmak i¢in gebeligin 75.giiniinde, TE fotiis
olusturmak icin gebeligin 175.giinlinde ncp BVDV ile diiveler enfekte edilmistir.
BVDV RNA’s1 enfeksiyondan 7 giin sonra (gebeligin 82. ve 182. giinleri) her iki
gruptaki (PE-TE) diivelerde tespit edilmistir. Enfeksiyondan 15 giin sonra (gebeligin
90. giinii) ise sadece PE gruptaki diivelerde BVDV RNA belirlenmistir. Gebeligin
190. giinii her iki gruptaki fotuslara ait dalak dokusunda viral RNA belirlenirken,
fotal kanda viral RNA sadece PE gruptaki fotuslarda tersine polimeraz zincir

reaksiyonu (RT-PZR) ile tespit edilmistir. ELISA ile ise gebeligin 75-190.
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glinlerinde her iki gruptaki diivelere ait kan Orneklerinde BVDV antijeni
belirlenemez iken, PE fotiis grubunda yiiksek antijen varligi tespit edilmistir. Ayni
calismada gebeligin 75. giinde enfekte edilen diivelerde notralizan antikor varlig ilk
olarak enfeksiyondan 15 giin sonra (gebeligin 90. giinii) diisiik titrede tespit
edilmistir ve gebeligin 190. gilinline kadar arttig1t goézlenmistir. IFN-I
mekanizmasinda 6nemli rol oynayan ISG15 mRNA konsantrasyonunun PE ve TE
gruptaki diivelerde enfeksiyondan 3 giin sonra en yiiksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. Bunun yaninda kandaki ISG15 mRNA varlig1 her iki grupta son olarak
enfeksiyondan 15 giin sonra (gebeligin 90. ve 190. giinii) belirlenmistir. PE ve TE
gruplarda bulunan fotuslara ait antiviral IFN-I aktivitesi incelendiginde TE grup
fotuslarda enfeksiyondan 15 giin sonra (gebeligin 190. giinii) serumda yiiksek [FN-I
(120 tinite/ml) biyoaktivitesi belirlenmistir. PE gruptaki fotuslarda ise antiviral IFN-I

tespit edilememistir (Smirnova ve ark. 2008).

Smirnova ve ark. (2012) ¢aligmalarinda ncp BVDV ile gebeligin 75. giinlinde
enfekte edilen gebe diivelere ait kanda BVDV RNA varlig1 enfeksiyondan 7 giin
sonra (gebeligin 82.giinii) belirlenmeye baslanmistir. BVDV RNA’s1 enfeksiyondan
22 giin sonra (gebeligin 97.glinii) tespit edilemeyecek diizeye gerilemistir. Gebeligin
75. giiniinde enfekte edilen diivelere ait fotuslarda ise BVDV RNA varlig ilk olarak
enfeksiyondan 14 giin sonra (gebeligin 89. giinii) tespit edilmistir ve arastiricilar
tarafindan son analizin yapildig1 gebeligin 245. giiniine kadar kanda mevcut oldugu
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada kandaki ISG15 mRNA varlig1 diivelerde ilk olarak
enfeksiyondan 3 giin sonra (gebeligin 78. giinii) tespit edilmistir. ISG15 seviyesi
enfeksiyondan 7 giin sonra (gebeligin 82. giinii) en yiiksek seviyeye ulasmistir ve
enfeksiyondan 10 giin sonra (gebeligin 85. giinii) enfekte olmayan kontrol grubu ile
ayn1 seviyeye gerilemistir. PE fotiista ise ISG15 mRNA wvarligi ilk olarak
enfeksiyondan 14 giin sonra (gebeligin 89. giinii) belirlenmesi yaninda gebeligin 192.
gilinline kadar kandaki varlig1 tespit edilmistir. Fotal kanda IFN-a ve IFN-f mRNA
varlig1 ¢ok diisiik seviyede oldugu tiim gebelik doneminde gdzlenmistir. Buna
ragmen karunkula ve kotiledonlarda ISG15 mRNA, IFN-a ve IFN-f mRNA varlig1

belirlenmemistir (Smirnova ve ark. 2012).
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Smirnova ve ark. (2014) c¢aligmalarinda 2 farkli deney modeli dizayn
etmislerdir. Buna gore ilk modelde PE gruptaki diiveler gebeligin 75.giinii, TE
gruptaki diiveler gebeligin 175. giinii ncp BVDV2 ile enfekte edilmistir. Ardindan
gebeligin 190. giinii fotal kan ve amniotik sivida IFN-y konsantrasyonu ol¢tildiigiinde
PE ile kontrol grubu arasinda fark olmadigi, TE grubun digerlerine gore yiiksek
oldugu belirlenmistir. {laveten TE gruba ait fotal dalakta IFN-y mRNA diizeyi diger
gruplara oranla yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ikinci modelde ise PE gruptaki
diiveler gebeligin 75.giiniinde ncp BVDV2 ile enfeksiyon ardindan, fotiislar
gebeligin 82, 89, 97,192 ve 245 giinlerinde sezeryan ile alinmistir. Buna gore IFN-y
konsantrasyonu PE gruptaki diivelerde gebeligin 82 ve 89. giinlerde yiikselmesine
ragmen 97. giiniinde kontrol grubu ile aymi seviyeye geriledigi belirlenmistir. [FN-y
seviyesi PE gruba ait fotal kanda 97. giinde en yiiksek diizeye ulasmasina ragmen
gebeligin ilerleyen giinlerinde kontrol grubu ile aymi seviyeye geriledigi tespit
edilmistir. Fotal kanda IFN-y mRNA yogunlugu gebeligin 89 ve 97. giinlerindeki
Ol¢timde degisiklik gozlenmemesine ragmen gebeligin 245. giiniinde belirgin bir artis
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore gebe diivelerin ncp BVDV ile enfeksiyonu
sonucu aktive olan dogal ve kazanilmis immiin cevap ile yaklasik 3 hafta gibi bir
siirede temizlendigi (clearance) belirlenmistir. Fotusta ise viriisiin plasentay1 gecerek
7-14 giin igerisinde fotlista enfeksiyon olusturdugunu, ardindan gelisen dogal ve
kazanilmis yanitin viral yiikii azalttig1 fakat virlisii elimine etmede basarisiz oldugu,
bu sayede persiste enfeksiyonun sekillendigi tespit edilmistir (Smirnova ve ark.

2014) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Persiste BVDV enfeksiyonu ile fotiista gelisen dogal ve kazanilmis IFN- vy

cevabi (Smirnova ve ark. 2014).

1.2.6. Teshis

1.2.6.1. Klinik Teshis

Buzagilarda goriilen mumifikasyon, kongenital bozukluklar ve erken embriyo

Olimleri yaninda, yetiskin hayvanlarda goriilen solunum bozukluklari, ates, ishal,

abort, dol tutmama sorunlari, trombositopeni ve lokopeni semptomlart BVDV nin

klinik teshisinde yardimc1 olmaktadir (Broaddus ve ark. 2009, Decaro ve ark. 2012).
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1.2.6.2. Laboratuvar Teshisi

Tam kan ve kan serumu ile digki, siit, idrar, sperma ve deri biyopsi 6rneklerinde
BVDV varlig1 direkt ve/veya indirekt yontemlerle teshis edilebilmektedir (Sandvik
1999, Renshaw ve ark. 2000, Grooms ve Keilen 2002).

1.2.6.2.1. Antijen Teshisi

BVDV suslar1 ¢esitli hiicre hatlarinda ¢ogaltilabilir. Cp BVDV izolasyonu i¢in ilk
olarak fotal sigir bobregi hiicrelerinden yararlanilmistir (Gillespie ve ark. 1960).
Sigir fotal akciger, testis ve tlirbinata hiicreleri viriis izolasyonunda kullanilan duyarh
diger hiicrelerdir (Edwards 1990). Pestiviriisler, dogal konakgilar1 olan sigirlar
disinda, in vitro olarak koyun, ke¢i, geyik, bizon, tavsan, kedi, domuz ve maymun
hiicrelerinde iretilebilirken, insan, hamster, kopek ile bazi tavsan ve kedi
hiicrelerinin BVDV enfeksiyonlarma diren¢li oldugu bildirilmistir (Bolin ve ark.
1994). Hiicre kiiltiirtinde fotal buzagi serumunun, BVDV antijeni ve spesifik
antikorlardan ari olmasi gerekmektedir. Bu tiir kontamine materyalin kullanilmasi
sonucu virlis izolasyonu gerceklestirilemez veya yanlis pozitif sonuglar elde edilir
(Bolin ve ark. 1991, Sandvik 1999). Engellenemeyen kontaminasyon durumlarinda,
hiicre liremesinin zay1f olmasi dezavantajina ragmen at serumu tercih edilebilir (OIE
2008). Viriis izolasyonu i¢in enfekte hayvanlarin tam kan 6rneklerinden elde edilen
l6kositler, sperma, siit ve kan serumu Ornekleri gibi materyaller kullanilabilmektedir.
Fakat PE buzagilarin kan serumunda bulunan maternal antikorlar antijen varligini
maskeleyerek virlis izolasyonunu olumsuz etkilemektedir. Bu tiir hayvanlarin
ilerleyen yaslarinda tekrar teste tabi tutulmalar1 gerekmektedir (Edwards 1990, OIE
2008). Cp BVDV suslarmm MDBK hiicre hattinda enfeksiyonu takiben 24-48 saat
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icerisinde belirgin sitopatik efekt (cpe) meydana getirdigi bildirilmistir (Gao ve ark.
2011). Ncp BVDV suslari, negatif kontrol hiicrelerden ayrilamadigi i¢in florokrom
veya enzimle isaretli BVDV ye spesifik antikorlar ile fikse edilerek inkiibasyona tabi
tutulmalidir (Sandvik 1999).

Pestiviral antijenlerin tespiti i¢in antijen ELISA, IFAT, immunperoksidaz (IP)
ve akig sitometri yontemleri kullanilmaktadir. Direkt “antijen yakalama (capture)”
ELISA ile ¢ok sayida siipheli 6rnekten pestiviriis antijeni varliginin belirlenmesinde
kullanilan, viriis izolasyonuna gore ucuz, kolay ve hizli bir yontemdir (Kittelberger
ve Pigott 2008). Test icin potansiyel hedef antijenler olarak NS3 (p80) ve E™ (E°)

ms»

proteinleri belirlenmistir. E™’nin enfekte hiicrelerden serum, siit ve doku biyopsi
orneklerinden PE hayvanlarin belirlenmesini saglayacak kadar yeterli diizeyde
salmmas1 ve bunun i¢in herhangi bir isleme gerek duyulmamasi, kullanimi avantajli
hale getirmistir (Sandvik ve Krogsrud 1995, Kampa ve ark. 2007, Dubovi 2013).
IFAT testi ncp ve cp biyotiplerin teshisinde kullanilmaktadir. Test i¢cin floresan
konjugat olarak tavsan anti-sigir IgG veya keci anti-fare IgG i1le MDBK hiicreleri
kullanilabilmektedir (Afshar ve ark. 1991, Greiser-Wilke ve ark. 1991). IP testi,
ozellikle suni tohumlama istasyonlarinda spermadan BVDV tespitinde IFAT
yonteminin yerini almistir. Sigir tiirbinata, fotal akciger ve MDBK hiicreleri ile kegi
anti-fare IgG konjugat1 kullanilan test ile PE hayvanlarda BVDV antijeni, sperma,
deri biyopsilerinden teshis edilir (Horner ve ark. 1995, Deregt ve Prins 1998). Akis
(flow) sitometri teknigi ile hiicre kiiltiiriindeki gibi sitoplazma igerisinde lokalize
olan viral antijenlerin tespit edilmesi yaninda 16kosit 6rneklerinden direkt teshis
yapilabilmektedir (Qvist ve ark. 1990). Arastiricilar BVDV’nin teshisinde akis
sitometri’nin, viriis izolasyona gore daha duyarli oldugunu ve PE hayvanlarin kan
hiicrelerinde BVDV’nin belirlenebildigi etkili bir teshis metodu oldugunu rapor
etmiglerdir (Qvist ve ark. 1991). BVDV in vivo olarak T, B ve antijen sunan hiicreleri
(monosit, makrofaj, dentritik hiicreler) enfekte etmektedir. Akis sitometri teknigi ile
PE ve PE olmayan hayvanlarin 16kosit hiicrelerinin immiinfenotiplendirilmesi
yapilabilirken, monosit, makrofaj ve dentritik hiicrelerin  aktiviteleri

incelenebilmektedir (Glew ve ark. 2003, Brewoo ve ark. 2007).
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BVDV’nin hizli teshisi ve genetik karakterizasyonu i¢in RT-PZR
uygulamalar1 gelistirilmistir (Hertig ve ark. 1991). Kan, siit, salya ve doku biyopsi
ornekleri teshiste kullanilan materyallerdir (Dubovi 2013). Viral RNA’nin RT-PZR
ile tespitinde RNA’nin ekstraksiyonu, komplementer DNA (cDNA)’nin tersine
transkripsiyonu, spesifik oligoniikleotid primerler ile DNA’nin ¢ogaltilmast ve son
olarak ¢ogaltilan iirlinlerin goriintiilenmesi agsamalar1 bulunmaktadir (Sandvik 2005).
RT-PZR ile viral RNA’nm, ethidium bromide ile boyanmis jelden 10"'-102 TCIDs
diizeyinde tespit limitlerine sahip oldugu bildirilmistir (Hertig ve ark. 1991).
Arastiricilar gelistirdikleri yeni metotlar ile floresan problar kullanarak viral niikleik
asit tespiti yaninda viral yiik miktarin1 belirlemektedir. Real Time-PZR yontemi ile
PE sigirlardan alinan klinik Orneklerde jel elektroforez islemi kullanilmadan ve
kontaminasyon riski en aza indirilerek BVDV genotipleri belirlenebilmektedir
(McGoldrick ve ark. 1999, Kosinova ve ark. 2007). Pestivirlislerin genetik
tiplendirilmesi i¢cin genellikle genomun mutasyonlar yoniinden korunmus 5' UTR,
NP ve E2 gen bolgelerinde meydana gelen farkliliklardan yararlanilmaktadir (Deng
ve Brock 1993, Vilcek ve ark. 2004). Multipleks PZR yontemi ile ayni1 reaksiyonda
birden fazla farkli gen bodlgesini hedef alan primer ¢ifti kullanilarak, incelenen
amplikonlarin genetik karakterizasyonu gerceklestirilebilmektedir (Gilbert ve ark.
1999). BVDV’nin RT-PZR ve PZR yontemleri ile kisa siirede antijen tespiti ve
karakterizasyonunun yapilmas1 gibi avantajlarina ragmen, viriis izolasyonu ve
serolojik yontemlere gore daha pahali olmasi, teknik deneyim ve gelismis ekipman

gerektirmesi gibi dezavantajlar1 6ne ¢ikmaktadir (Sandvik 2005).

1.2.6.2.2. Antikor Teshisi

Antikor ELISA ve serum nétralizasyon BVDV’nin indirekt teshisinde kullanilan
yontemlerdir. Serum nétralizasyon testi, BVDV E2 antijenine karsi olusan spesifik

antikorlarn tespiti esasina dayanmaktadwr (Sandvik 1999, OIE 2008). Testin
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gerceklestirilmesi i¢in gelismis laboratuvar kosullarma, konu ile ilgili tecriibeli
calisanlara ve 4-5 giinliik bir siireye ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayrica hiicre
kiiltiirlerinde meydana gelen pestiviriis kontaminasyonu nedeni ile laboratuvar

calismalarinda sorunlarin yasanabildigi bildirilmektedir (Sandvik 2005).

ELISA testi, hiicre kiiltiirtine ihtiya¢ duyulmadan, ¢ok sayida 6rnegin kisa
siirede degerlendirilmesi ve ucuz olmasi nedeni ile en fazla tercih edilen teshis
yontemidir. Ticari kitler NS3 proteini hedef alinarak hazirlanabilmektedir. Indirekt
ve direkt olmak iizere iki farkli ELISA ydntemi kullanilmaktadir (Schrijver ve
Kramps 1998). Notralizasyon testi ile karsilastirildiginda iki test arasinda %96.7
uyumluluk oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda ELISA testinin ndtralizayon testine
gore %95.2 duyarhiliga ve %99.4 spesifiteye sahip oldugu belirlenmistir (Horner ve
Orr 1993). Bir baska caligmada nétralizasyon testinin %6.25 oraninda ELISA testine
gore daha duyarhi oldugu rapor edilmistir (Zarkov ve Jarullah 2012). Indirekt
ELISA’nin duyarlhilii, test antijeninde olusabilecek kontaminasyon ve serum
antikorlar1 ile ¢apraz reaksiyon sonucu olumsuz etkilenebilmektedir (Bhatia ve ark.

2008).

OIE tarafindan standartlar1 belirlenen BVDV serum notralizasyon testine, son
donemde bilgisayar tabanli goriintiileme ve veri analizi yontemleri entegre edilerek
yiiksek icerik analizi (High-Content Screening/HCS) adi verilen yeni bir yontem
gelistirilmistir. Klasik notralizasyonun aksine HCS ile 16 saat gibi kisa bir siirede ve
daha yiiksek sensitivite ile sonu¢ elde edilmektedir. Bunun yaninda klasik
notralizasyon yonteminde notralizan antikorlar en erken 9. giinde tespit edilebilirken,
HCS yonteminde enfeksiyondan sonra 3. giinden itibaren nétralizan antikorlar

belirlenmektedir (Eschbaumer ve ark. 2014).

BVDV’nin serolojik teshisinde agar jel immundifiizyon, komplement
fikzasyon, indirekt immunfloresans ve western blot kullanilan diger yontemlerdir

(Gutekunst ve Malmquist 1964, Ruckerbauer ve ark. 1971, Sandvik 1999).
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1.2.7. Korunma ve Kontrol

BVDV enfeksiyonlarma karst bircok iilkede korunma ve kontrol caligmalari
yiirtitilmektedir. Yapilan tiim miicadele programlar1 baglica as1 kullanilarak yapilan
miicadele ve as1 kullanilmadan yapilan miicadele olarak ikiye ayrilabilir (EU 2001,

Moennig ve ark. 2005).

Ast kullanilmadan yapilan miicadele programi; serolojik testler ile siirii
taramalar1 yapilmasi, enfekte sigirlarin tespiti ve siirliden uzaklastirilmasi, enfekte
olmayanlarin devamli kontrolii, PE hayvanlarm tespiti ve siirliden uzaklastirilmas1
seklinde gercgeklestirilmektedir (Lindberg ve Alenius 1999). Buzagilarda dogumdan
sonra ilk alt1 aylik donemde maternal antikorlarin miktar1 azalmaktadir. Bu nedenle
farkli yastaki sigirlar ile buzagilarmn birlikte otlatilmasi, tavsiye edilmemektedir
(Littlejohns ve Horner 1990). BVDV’nin siiriilerde durumu belirlenirken, siit
tanklarindan alinan siit 6rnekleri veya farkli yaslardaki sigir kan ornekleri spesifik
antikor varlig1 yoniinde arastirilmaktadir (Niskanen ve ark. 1991, Bitsch ve ark.
2000). BVDV ile miicadele programlarinda yetistiricilere, siiriilerini devaml
izleyerek geri bildirim yapmalari, biyogiivenlik 6nlemlerini uygulayarak PE sigirlari
siiriiden uzaklastirmalar1 gibi 6nemli gorevler diismektedir (Lindberg ve Alenius
1999). Genel olarak bu tiir tarama ve teshis protokolleri orta ve uzun vadede
BVDV’nin eradikasyonunda olumlu sonuglar vermektedir (Bitsch ve ark. 2000,
Valle ve ark. 2005). Ozellikle siiriilerde PE buzag: ve bunlarmn annelerinin karantina
altina alarak siirliden uzaklastirilmasi, hastaligin yayilma riskinin 6nemli 6lglide

azalmasini saglar (Houe ve ark. 1995, Lindberg ve Alenius 1999).

Ast kullanilarak yapilan miicadele programinda ise ana hedef BVDV
enfeksiyonuna kars1 yeterli diizeyde bagisikligi uyarmak, fotusun transplasental
enfeksiyonunu oOnlemek ve PE yavrularin dogumlarmmi azaltmaktir. BVDV
enfeksiyonlarina karsi en etkili miicadele, as1 kullanilarak ve as1 kullanilmaksizin
yapilan programlarinin birlikte uygulanmasi ile gerceklestirilmektedir (Moennig ve

ark. 2005). BVDV ile miicadele igin Bovilis (Intervet), Bovidec (Novartis), Bovi-
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Shield, Pestigard, Rispoval (Pfizer), Vira Shield 6+Somnus gibi bir¢ok ticari
modifiye canli ve inaktif as1 {iretilmistir. Ancak asi programlarinin segilmesi ve
uygulanmas1 sirasinda ¢esitli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (Lindberg ve ark. 2006).
Ozellikle gebe sigirlarda, canli viriis asilarinm uygulamasi ile viriisiin c¢p biyotipi
plasentay1 gecebilir (Ridpath ve Bolin 1995). Inaktif asilar1 kullanmak ise giivenli
olmasina ragmen, istenilen bagisikligin elde edilmesi icin yetersiz kalir. Canli ve
inaktif asilardan hazirlanan karma asi protokoliiniin kullanimi canli agmin zararh
etkisini azaltabilir (van Oirschot ve ark. 1999). Sigirlarda BVDV’ye karsi etkili bir
bagisikligin saglanmasi i¢in birinci agilamadan sonra 3 hafta icerisinde ikinci bir
rapel as1 uygulamasi yapilabilir. BVDV i¢in yapilan asilama ile dmiir boyu bagisik
goriilmez, bu nedenle her yil asilamanmn tekrarlanmasi tavsiye edilmektedir (Kelling

1996).

Son yillarda insanlarda Flaviviridae ailesinde bulunan Hepatit C viriisii ile
miicadelede pegile interferon a (peg-IFN-a), niikleosit analogu ribavirin ve viriise
spesifik proteaz inhibitorii telaprevir veya boceprevir gibi antiviral kombinasyonlar1
kullanilmaktadir (Butt ve Kanwal 2012). Fakat bu tiir antiviral kombinasyonlarinin
pahali olmasinin yaninda smirli oranda kronik hepatit C hastasinda etkili oldugu ve
bu sirada depresyon, grip benzeri semptomlar, yorgunluk ve hemolitik anemi gibi
yan etkiler goriildiigii bilinmektedir (Delang ve ark. 2010, Lemon ve ark. 2010).
BVDV ile miicade i¢in yapilan antiviral ¢alismalarinda sentezlenen “imidazo[l,2-
a]pyridine”, “imidazo[1,2-b]pyridazine” ve “imidazo[1,2-a]pyrrolo[2,3-c]pyridine”
gibi kimyasal komponentlerin virlisin MDBK hiicrelerinde replikasyonunu
baskilayic1 ve anti-BVDV aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Chezal ve ark.
2010, Enguehard-Gueiffier ve ark. 2013). Yapilan bir baska calismada ise “2-(2-
benzimidazolyl)-5-[4-(2-imidazolino)phenyl]furan dihydrochloride (DB772)”
komponentinin in vitro olarak BVDV’nin hiicre Kkiiltiirlinde replikasyonunu
engelledigi, in vivo olarak buzagilarda BVDV enfeksiyonlarina karsi antiviral
aktivitede oldugu belirlenmistir. Fakat DB772’nin buzagilarda bobreklerde azotemi
ve renal toksisite gibi 6nemli yan etkilerinin bulundugu rapor edilmistir (Newcomer

ve ark. 2013).
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Diinyada yaklasik 170 milyon insan1 etkileyen Hepatit C viriisii ile
replikasyon siklusu, genetik organizasyonu ve gen iirlinleri benzer olan BVDV ’nin,
Hepatit C’nin tedavisinde gelistirilecek yeni antiviraller i¢in uygun bir virlis modeli
olabilecegi degerlendirilmistir. Bu dogrultuda Petromica citrina deniz siingerinden
izole edilen Bacillus spp.’nin  %90-98 arasinda BVDV’nin hiicreye viral
adsorbsiyonunu durdurucu antiviral aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
ozelligin ilerleyen yillarda Hepatit C’nin tedavisinde kullanilabilecek umut verici bir

yontem olabilecegi rapor edilmistir (Bastos ve ark. 2013).
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1.3. Bovine Herpesviriis 1 (BHV-1) Enfeksiyonu

1.3.1. Etiyoloji

Bovine herpesviriis 1 (BHV-1), Almanya’da 19. yiizyilda “Blaschenausschlag (coital
vezikiiler ekzantem)” adiyla Biichner ve Trommsdorf tarafindan tanimlanmistir.
Hastaligin viral kaynakli oldugu ilk kez 1928°de Reisinger ve Reimann tarafindan
belirlenmistir (Muylkens ve ark. 2007). 1950’lerin basina kadar ineklerde infeksiyoz
pustular vulvovaginitis (IPV) ve bogalarda infeksiydoz pustular balanopostitis (IPB)
semptomlar1 ile gbzlenen hastalik, Kuzeydogu Amerika’da meydana gelen salgin ile
infeksiy0z bovine rhinotracheitis (IBR) olarak isimlendirilmistir (Schroeder ve Moys

1954, Graham 2013).

BHV-1 genomu, yaklasik 135 kb biiyiikliigiinde ¢ift iplikli diiz yapida bir
DNA molekiiliidiir (Schwyzer ve Ackermann 1996, Schynts ve ark. 2003). Genom,
yaklagik 100 nm ¢apinda ve 162 kapsomerden (150 hekzamer ve 12 pentamer)
olusan ikozahedral simetrili bir kapsid ile ¢evrilidir. Niikleokapsid, tegiiment adi
verilen materyal ile sarilmistir. En dista ise viral glikoproteinleri igeren tek katmanli

bir zarf bulunmaktadir (Pellett ve Roizman 2007).

BHV-1, Herpesviridae ailesinin Alfaherpesvirinae alt ailesinin Varicellovirus
genusunda bulunmaktadir (ICTV 2013). BHV-1 izolatlar1 genetik farklilik ve klinik
semptomlardaki ¢esitlilige gore BHV-1.1, BVH-1.2a ve BHV-1.2b olmak iizere 3
farklr alt tipe ayrilmistir (Misra ve ark. 1983, Metzler ve ark. 1985). BHV-1.1 ve
BVH-1.2a solunum ve genital sistem bozukluklar: ile abortlara neden olur. Bunun
yaninda BVH-1.2b abort vakalarinda goriilmemekle birlikte diger alttiplere oranla
daha az patojen Ozelliktedir (Miller ve ark. 1991, Spilki ve ark. 2004a). BHV-1.3
ensefalitis sonucu 6len sigirlar ve aborte fotuslarda belirlenmistir. 1992 yilinda BHV-

1.3 ismi Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi (International Committee on
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Taxonomy of Viruses/ICTV) tarafindan BHV-5 olarak degistirilmistir (Del Médico
Zajac ve ark. 2010).

Herpesviriislerin genomu, sekans Ozelliklerindeki farkliliga gére 6 genom
sinifina (A, B, C, D, E, F) ayrilmistir (Pellett ve Roizman 2007). Bu smiflandirmaya
gore BHV-1 genomu, varicella-zoster viriis, pseudorabies viriis, equine herpesvirus
1, bovine herpesviriis 5 ile birlikte “D sinifinda” yer alir. D sinifi genom, 103 kb
uzunlugunda “unique long” (Ur) ve 32 kb uzunlugunda “unique short” (Us) olmak
iizere baslica iki kisimdan olusmaktadir. D smifi genomlarda Ug sekans bolgesi 11
kb uzunlugunda “internal tekrar (Internal Repeat-IR) ve terminal tekrar (Terminal
Repeat-TR) sekanslar1 ile ¢evrelenmistir (Mayfield ve ark. 1983, Schynts ve ark.
2003) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. BHV-1 genom organizasyonu (Muylkens ve ark. 2007).

BHV-1 genomunda, in vitro replikasyon i¢in esansiyel ve esansiyel olmayan
73 ORF bolgesi bulunur (Robinson ve ark. 2008). Genom tarafindan 33 yapisal
protein kodlanirken, bunlarin 13’i viral zar, 10’u glikoproteinlerin kodlanmas: ile
iliskilidir (Liang ve ark. 1996). Kodlanan 10 glikoproteinden 6’s1 UL bolgesinde; gK
(Up53), gC (Ur44), gB (UL27), gH (Ur22), gM (UL10), gL (UL1) kodlanir iken, 4’1
US bolgesinde; gG (Ur4), gD (Up6), gl (Us7) ve gE (Us8) kodlanmaktadir
(Muylkens ve ark. 2007). Viral genom tarafindan kodlanan enzimler; riboniikleotid
rediiktaz (Up2, Upl12, Ur40), DNA polimeraz (Up42), dUTPaz (Up50), helikaz
(UL52), protein kinaz (Us3) iken, diizenleyici proteinler; BICPO, 4, 22, 27 ve a-TIF

olarak tanimlanmistir. Viral proteinler, konak hiicresine tutunma ve fiizyondan
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baslayarak, hiicreden hiicreye yayilima aracilik etmesine kadar tiim asamalarda
onemli gorevlere sahiptir. Bunun yaninda konak¢i patogenezi, latentlik, immiin
yanitin sekillenmesi ve interferenzde rol oynarlar (Schwyzer ve Ackermann 1996,

Nandi ve ark. 2009).

BHV-1 genomunda bulunan ORF boélgelerinde 12 miRNA kodlayan, 10
miRNA geni tespit edilmistir (Glazov ve ark. 2010). Yapilan son ¢aliymalarda BHV-
1 ile BHV-5 arasinda yalnizca bir konservatif miRNA’nin benzer oldugu
belirlenerek, bu tiir farkli miRNA desenlerinin genom yapis1 benzer olan iki viriisiin

patogenezindeki farkliligin nedeni olabilecegi bildirilmistir (Tang ve ark. 2014).

BHV-1 genel olarak cevresel etkenlere dayaniklidir. Ortam sicakligi, pH, 151k,
nem oraninda meydana gelen degisiklikler ve c¢esitli kimyasallar viriisiin
inaktivasyonuna neden olan baglica etkenlerdir. Viriis 4°C’de 1 ay stabil kalirken,
56°C’de 21 dakikada, 37°C’de 10 giinde, 22°C’de 50 giinde inaktif olur (Gibbs ve
Rweyemamu 1977, Biswas ve ark. 2013). Viriis zarli oldugu i¢in kloroform, eter ve
aseton gibi organik solventlere duyarhidir ve %5’lik formalinde 1 dakikada inaktif
olur. Bunun yaninda %0.5 NaOH, %0.01 HCl,, %1 CaCl, %1 fenol ve %10 Lugol’s
iodin’e de duyarlidir. BHV-1, pH 6.0-9.0 arasinda stabil kalmaktadir (Griffin ve ark.
1958, Straub 1990, Nandi ve ark. 2009).

Viriisiin hiicreye girisinde ilk asama gB, gC ve gD glikoproteinleri ile konak
hiicre yiizeyindeki glikoz aminoglikanlara (heparan siilfat) tutunmasidir (Li ve ark.
1995). Daha sonra plazma membrani ile virion zarinin flizyon yolu ile penetrasyonu
gD, gB, gH ve gL glikoproteinleri araciligi ile gerceklesir (Liang ve ark. 1995,
Meyer ve ark. 1998). Hiicre membran fagositozu sonrasi viriis hiicreye endositoz
yolu ile girer. Viriis hiicre i¢ine girdikten sonra kapsid ayrilir. Sitoplazmada serbest
kalan DNA, konak hiicre ¢ekirdegine gecer. Ardindan transkripsiyon ve replikasyon
asamalar1 ¢ekirdekte gerceklesir. Virlis DNA’s1, konak hiicrenin RNA polimeraz II
enzimini kullanarak sentezi baslatir ve virlis genomu transkribe edilir (Roizman ve
Taddeo 2007). Oncelikle tegiimentte bulunan HSV-1 (Herpes simpleks viriis-1) a-
TIF (Alfa genlerin transindiikleyici faktorii) olarak bilinen VP16 (virion protein)

proteini yardimi ile en erken (Immediate Early/IE) genler eksprese edilirek “alfa”
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proteinler sentezlenir (Roizman ve ark. 2005). Bu proteinler erken (Early/E) genlerin
ekspresyonuna neden olurlar ve viral DNA sentezi i¢in gerekli olan “beta” proteinler
sentezlenerek viral DNA replikasyonu baglar. Sonrasinda gec¢ (Late/L) genler
eksprese edilerek “gamma” proteinler sentezlenir. Beta gen proteinler, DNA
replikasyonuna katilan enzim ve proteinlerin yapisini olustururlar. Gamma proteinler
ise kapsid ve zarf proteinleri gibi yapisal bilesenlerdir. Erken proteinler; DNA’ya
bagimli DNA polimeraz, deoksiriboniikleaz, timidin kinaz ve ribonikleotid
rediiktaz’dir ve replikasyonda gorevlidirler. Erken proteinler ayn1 zamanda hiicresel

mRNA ve DNA sentezini inhibe eder (Wirth ve ark. 1989, Levings ve Roth 2013a).

DNA replikasyon mekanizmasi tam olarak anlagilamamak ile birlikte,
genellikle herpes simpleks viriis-1 model olarak kabul edilmektedir. Replikasyonda,
beta proteinler sentezlenerek cekirdege lokalize olur ve DNA replikasyon kompleksi
ile birlesir. Ik olarak bidireksiyonel sekilde devam eden ve kalip olarak kullanilan
linear genom, konkatemer DNA yapisini olusturmak i¢in daire seklini alir.
Replikasyon orijini olarak bilinen sekansa, Up9 (Orijin baglanma proteini) baglanir
ve helikaz aktivitesi ile DNA sarmal yapisinin ayrilmasini saglar. Ardindan ayrilmis
DNA vyapisma, ssDNA baglanma proteini (ICP8), U9 aracilig1 ile baglanir. Daha
sonra U9 ve ICP8, DNA replikasyon proteinlerinin replikasyon catalina dahil
olmas: ve teta replikasyonun gerceklesmesini saglar. Olusan konkatemerik yapi, yeni
sentezlenen DNA genomlarinin bas-kuyruk seklinde birlesmesi ile olusur. Olusan bu
uzun yapi paketlenme asamasinda monomerik molekiiller halinde kesilir. Yeni
sentezlen DNA, bos kapsidin i¢ine girer. Niikleokapsid c¢ekirdek zarindan
tomurcuklanarak zarf alir. Tiibiiler yap1 veya vezikiil icinde plazma membranina
taginip, ekstraseliiler alana ulasir. Ekstraseliiler alanda fazla kalmayip hiicreden
hiicreye yayilir (Roizman ve ark. 2007, Muylkens ve ark. 2007). BHV-1
replikasyonu sigirlarda enfeksiyondan sonra 2 saat icinde baslar (Roizman ve ark.
2005). Viriis yaklasik 8 saat igerisinde hiicre i¢inde serbest kalir ve diger hiicreleri
enfekte etmeye baslar. Viral replikasyonun tam siklusu enfeksiyonu takiben 15-18

saat kadar stirmektedir (Babiuk ve ark. 1996, Meurens ve ark. 2004).
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1.3.2. Epidemiyoloji

BHV-1 enfeksiyonu diinyanin bir¢cok iilkesinde, cografi konum ve yetistirme
ozelliklerine bagli olarak degiskenlik gosteren prevalans ve insidens oranlar1 ile
seyreden viral bir enfeksiyondur (Ackermann ve Engels 2006). Enfeksiyonun
bulagmasi direkt ve indirekt sekilde gergeklesir. Direkt bulasma genellikle enfekte
hayvan ile dogrudan temas sonucu ger¢eklesir iken, indirekt bulagsma kontamine
ekipman ve semen vasitasi ile gerceklesir (van Oirschot 1995, van Schaik ve ark.
2001). BHV-1"in bulasmasida bir diger yolun enfekte sperma kullanilarak yapilan
suni tohumlama ve ardindan yapilan embriyo transferi uygulamalar1 oldugu
bildirilmistir (Edens ve ark. 2003). Yapilan bir calismada embriyo transferinde
embriyolarmn yikanmasi i¢in kullanilan domuz pankreatik tripsini yerine rekombinant
sigir tripsini kullanilmistir. Bu durumun BHV-1 ile enfekte embriyolar ilizerinde
dezenfektan etki gosterdigi ve enfeksiyonun onemli Olglide engellendigi rapor

edilmistir (Bielanski ve ark. 2013b).

Serolojik ¢alismalarda bir bolgede BHV-1 enfeksiyonu yayginligimi etkileyen
onemli faktorlerin; yas, cinsiyet, siirii biiylikliigii ve yetistirilme sekli (yerli besleme
veya satin alma) oldugu bildirilmistir. Buna gore kalabalik siiriilerde, satin alinip
yetistirilen yash erkek hayvanlarin, bu enfeksiyon icin daha riskli oldugu rapor

edilmistir (Boelaert ve ark. 2005).

BHV-1 enfeksiyonu i¢in ana konak¢i sigirlar olmak iizere, bircok
Artiodactyla tiiriinde (koyun, keci, manda, deve) BHV-1 varlig1 tespit edilmistir.
Dogal kosullarda koyunlar akut ve latent olarak BHV-1 ile enfekte olmasina ragmen
sigirlara bulagsmada rol oynamaz (Hage ve ark. 1997). Tavsanlarda deneysel
intrakonjiktival, intranasal, intraserebral ve intraperitonel enfeksiyon caligmalari
yapildiginda, BHV-1’in tavsan modeli i¢in intranasal inokulasyonun sistemik
enfeksiyon sekillenmesi i¢in en etkili yol oldugu belirlenmistir (Meyer ve ark. 1996,
Valera ve ark. 2013). Asya’da bulunan fillerde (Elephas maximus) BHV-1 ve 2
spesifik antikor varligi belirlenmistir (Bhat ve ark. 1997). Afrika’da bulunan fillerde
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(Loxodonta africana) herpesviriis kaynakli akciger nodiiller ve proliferatif kutanoz
lezyonlarin varlig1 rapor edilmistir (Mccully ve ark. 1971, Jacobson ve ark. 1986).
Antilop, vizon, bufalo, gelincik ve Ornithodoros coriaceus cinsi kenelerden BHV-1
izole edilmistir (Porter ve ark. 1975, Taylor ve ark. 1982). Musca autumnalis cinsi
sineklerde BHV-1 izole edilmesine ragmen, bu sinek tiiriiniin ise sigirlara mekanik

bulagmada rol oynamadigi rapor edilmistir (Johnson ve ark. 1991).

BHV-1 enfeksiyonu tiim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir. Belgika
(Boelaert ve ark. 2000), Hollanda (Hartman ve ark. 1997), Almanya (Straub 1991),
Italya (Castrucci ve ark. 1997), Fransa (Gay ve Barnouin 2009), Ingiltere (Crook ve
ark. 2012), Irlanda (Cowley ve ark. 2011), Estonya (Raaperi ve ark. 2012) ve
Amerika (Kirkbride 1992), iran (Roshtkhari ve ark. 2012), Hindistan (Trangadia ve
ark. 2010) gibi tilkelerde farkli seroprevalans oranlar1 ile sigirlarda varligi rapor
edilmistir. Finlandiya, Avusturya, Isveg, Danimarka ve Italya’nmn Bolzano
bolgesinde hastaliga karsi kontrol ve eradikasyon programlar: ile etkenin biiyiik

Olciide elimine edildigi bildirilmektedir (Scahaw 2000, Castrucci ve ark. 2002).

Ulkemizde BHV-1 varlig1 ilk olarak 1971 yilinda ndtralizan antikorlarin
tespiti ile ortaya konulmustur (Erhan ve ark 1971). Ilk viriis izolasyonu ise 1987
yilinda gerceklestirilmistir (Burgu ve Akca 1987). Tiirkiye'de BHV-1 enfeksiyonu
iizerine arastirmacilar tarafindan yapilan serolojik calismalar seroprevalansin yiiksek
oldugunu (%50’nin iizerinde) gostermistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, BHV-1
seroprevalansi yillara gore incelendiginde; 1981 yilinda %54.46 (Akca 1981), 1994
yilinda %68.1 (Cabalar ve Akca 1994), 1996 yilinda %74 (Bilge 1996), 2006 yilinda
%19.5 (Tan ve ark. 2006), 2008 yilinda %]17.1 (Yesilbag ve Giingdr 2008), 2009
yilinda %51.63 (Gencay ve ark. 2009) ve %35.25 (Duman ve ark. 2009), 2012
yilinda %9.25 (Ata ve ark. 2012), ve %43.5 (Oztiirk ve ark. 2012), 2013 yilinda
%72.88 (Aver ve Yavru 2013) olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar ile, I¢
Anadolu bolgesi dahil olmak iizere Tiirkiye’nin hemen hemen her bdlgesinde

degisen oranlarda BHV-1 varlig1 ortaya konulmustur.
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1.3.3. Patogenez ve Patoloji

BHV-1"in konakg¢iya giris ve replikasyonu solunum, genital kanal mukozasi ve
konjunktiva epitelyumunda gerceklesir (Mars ve ark. 2000). Genital bulagmada
virlisle enfekte semen ile yapilan suni tohumlama uygulamalar1 yaninda ¢iftlesme
sirasinda BHV-1 pozitif bogalar rol oynamaktadir (Kupferschmied ve ark. 1986,
Wrathall ve ark. 2006). BHV-1 hedef hiicreye penetre olduktan sonra yeni projen
viriislerin iiretilmesine baglanir (Hanon ve ark. 1996). BHV-1'in MDBK
hiicrelerinde neden oldugu cpe; hiicre yuvarlaklasmasi1 ve intraniiklear inkliizyon
cisimciklerinin artis1 ile meydana gelir (Muylkens ve ark. 2007).

Virlis primer ¢ogaldig1 yerden viremi yoluyla (kan, sinirler, enfekte hiicre-
hiicre etkilesimi) organizmaya yayilir. BHV-1 buzagilarda dogumun ardindan 14.
gilinden itibaren basta adrenal bez olmak iizere karaciger, akciger, bobrek, ince/kalin
bagirsaklar, rumen/omazum, trake/larenks, abomazum, kalp, 6zafagus, timus ve lenf
nodiilleri gibi pek ¢ok dokuda tespit edilebilmektektedir (Moeller ve ark. 2013).
BHV-1 enfeksiyonu akut doneminde {ist solunum yolunda mukozal hiperemi ve
odem ile seyreden rhinitis meydana gelirken, mukoprulent eksudat ve fokal
bolgelerde nekrozlar bircok vakada belirlenmistir (Yates 1982). Akciger
lezyonlarinda brongial ve bronsoilar epitelde dokiilmeler ve nekrozlar goriiliir.
Ozafagus ve rumende yiizey epitelyumunda ¢ok cekirdekli sinsityal hiicreler,
eozinofilik intraniiklear inkliizyon -cisimcikleri artist ve nekrozlar belirlenir.
Abomazum lezyonlar1 mukozada multifokal nekrozlar, lamina propriada bulunan
bezler ve stromal bag dokuda yikimlanmalar ile karakterizedir. Adrenal bez,
karaciger, bobrek, lenf nodiilleri ve timus paransiminde multifokal nekroz odaklar1
yaninda notrofil ve nekrotik hiicre debrisi sekillenir. Kalpte kiigiik miyokardiyal
nekroz odaklari, intersitisyel bag dokuda smirli 6dem ve nekrotik odaklarda az
miktarda nétrofilik infiltrat artis1 gdzlenebilir. Bagirsaklarda ise diiz kas hiicrelerinde
nekrozlar yaninda enfekte dokularda yangi gbzlenebildigi rapor edilmistir (Moeller
ve ark. 2013).

BHV-1 ile enfekte disi sigirlarda; vagina, vulva ve serviks mukozasinda,

erkek sigirlarda; penis ve prepisyum mukozalarinda 6dem ve vezikiiller gozlenir.
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Meydana gelen lezyonlar immiin yanitin olusumunu takiben, ortamda sekonder
etkenlerin var olmadig1 durumlarda kisa siirede ortadan kalkar (Wentink ve ark.
1993). Gebe sigirlarda BHV-1’in solunum formunun 15-64 giinliik bir inkiibasyonu
ardindan veya modifiye canli BHV-1 asilamasi sonucu gebeligin {igiincii
trimesterinde abortlara neden olabilir (Brower ve ark. 2008, Crook ve ark. 2012).
Intrauterin dlen fotiislerin birgogunda otoliz sekillenir ve 24-48 saat icerisinde disar1

atilirlar (Kennedy ve Richads 1964).

BHV-1, sigrrlarin  solunum hastaligt kompleksi (Bovine Respiratory
Disease/BRD) veya tasima hastali§1 (shipping fever) olarak adlandirilan hastalik
tablosunu olusturan patojenlerden biridir. Stres faktorlerinin de araciligi ile meydana
gelen bu miks enfeksiyonun olusmasinda, BHV-1 disinda BVDV,
parainfluenzaviriis-3 ve bovine respiratory syncytial virls ile Mannheimia
haemolytica veya Pasteurella multocida gibi bakteriyel etkenler bulunmaktadir
(Yates 1982, Windeyer ve ark. 2012). Uzun mesafeler arasinda sigirlarin bir arada
tasinmas1 esnasinda ve sonrasinda Oliimlerin %59.4 oraninda solunum sistemi

enfeksiyonlar1 kaynakli oldugu belirlenmistir (Moore ve ark. 2014).

BHV-1, iist solunum sistemi ve tonsil epitel hiicrelerinde replike olduktan
sonra sinir hiicrelerini enfekte eder. Sinir sonlarina yerlesen viriis, néro-aksonal
transport araciligiyla trigeminal ganglionlara ulasir. BHV-1"in latent kalabildigi bir
diger bolge tonsillerdir. Viriis in vivo olarak bu bdlgeden reaktive olarak tekrar
enfeksiyona neden olabilmektedir (Winkler ve ark. 2000, Biswas ve ark. 2013).
Latent donemde viral DNA enfekte sigirda persiste kalmasina ragmen periyodik
sekilde reaktive olarak enfekte olmayan sigirlara bulagsmaktadir. Bu donemde enfekte
noronlarda ve tonsillerde aciklanan latentlikle ilgili gen (Latency-Related Gen/LRG)
ve latentlikle ilgili proteinler, latent enfekte hiicreleri apoptozisten korumaktadir.
LRG’den koken alan transkriptler noron cekirdeginde birikerek viral IE genlerinin
aktivitesini baskilar (Schang ve ark. 1996). Yapilan deneysel enfeksiyon
calismasinda latent enfekte sigir tonsillerinde BHV-1 DNA’s1 yaninda, LRG gen
varlig1 belirlenirken, LRG’nin antisensi olan IE bICPO geni ve riboniikleotit rediiktaz
tespit edilememistir. Deksametazon uygulamasi ile tonsil hiicrelerinde apoptozisi

uyarir. Enjeksiyondan 24 saat sonra LRG genine rastlanmaz iken, IE bICPO geni ve
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riboniikleotit rediiktaz varligi tekrardan belirlenmistir (Winkler ve ark. 2000).
Sigirlar latent enfeksiyon doneminde BHV-1 gB ve gE yoniinden seronegatif olarak
tespit edildigi bildirilmistir (Hage ve ark. 1998a). Canli virlis suslar1 kullanilarak
yapilan asilama sigirlarda latent enfeksiyona neden olan diger bir etkendir (Scahaw

2000).

Latent BHV-1 enfeksiyonunun reaktivasyonu, stres faktorleri ve
kortikosteroid (deksametazon) uygulamalar1 sonucu meydana gelebilmektedir.
Ganglionlarda olusan reaktivasyon ardindan BHV-1’in yeniden replikasyonu baslar.
Replike olan viriis aksonlar araciligi ile perifer dokulara immiin yanit olusturmadan
ilerler. Buradan mukoza, nasal sekresyon ve semen gibi sivilar ile duyarh
konakc¢ilara bulasabilir (Muylkens ve ark. 2007). Sigwrlarin tasmma sirasinda
meydana gelen stres faktorleri sonucu viral reaktivasyon, tasima sonrasi 1-3 giin
icerisinde meydana gelmektedir (Thiry ve ark. 1987). Latent enfekte tavsanlarda
deneysel deksametazon uygulamasindan yaklasik 15-18 saat sonra ndronlarda viral
transkriptlere rastlanirken, 18-21 saat sonra ilk viral DNA tespit edilmistir. [laveten
okiiler sekresyonda latent viriisiin ilk olarak 48-72 saat sonra belirlendigi rapor

edilmistir (Rock ve ark. 1992).

1.3.4. Klinik Belirtiler

BHV-1 enfeksiyonu swrasmnda goriilen klinik semptomlarin siddetini etkileyen
faktorler olarak; BHV-1 susunun viriilensi, stres faktorleri, enfekte hayvanin yasi,
etkene direngliligi ve tasidig1 sekonder etkenler siralanabilir (Murphy ve ark. 1999).
Goriilen klinik semptomlar; solunum, konjuktival ve genital form olarak
smiflandirilir. Solunum formu genellikle subklinik seyirli olmak ile birlikte mortalite
vakalarina yeni dogan ve geng sigirlarda sekonder bakteriyel ve viral etkenler ile

miks enfeksiyon tablosu goriilen durumlarda rastlanir (Hodgson ve ark. 2012). Akut
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vakalarda inkiibasyon periyodu 2-4 giin olmakla birlikte, yiiksek ates (40-42°C),
nazal-lakrimal akmti, istahsizlik, hizli ve sik soluma, nefes darligi, inat¢1 oksiiriik,
depresyon ve siit veriminde azalma rapor edilmistir (Hage ve ark. 1998b, OIE 2010).
Sekonder bakteriyel ve viral etkenler bu donemde etkili olarak bronsitis ve
pnomonilere neden olur. Akut vakalar 5-10 giin i¢erisinde hizla iyilesir ve hayvanlar

Omiir boyu viriis tastyicisi haline gelir (Nandi ve ark. 2009).

BHV-1 enfeksiyonunun konjiktival formunda tek veya ¢ift tarafli yogun
lakrimal akmti sekillenir. Fotofobi, kirpiklerin yaglanmasi ve g6z kapaklarinda
goriilen lezyonlar diger semptomlardir. Bu asamada sekonder bakteriyel etkenlerin
bulagsmasi durumunda korneada keratit ve llserasyonlar sekillenebilir (Turin ve
Russo 2003). Konjiktival form, enfeksiyonun solunum formu ile es zamanh olarak
devam etmektedir ve komplike olmayan vakalarda 5-10 giin igerisinde iyilesme

gozlenir (Nandi ve ark. 2009).

BHV-1 enfeksiyonunun genital formunda, primer enfeksiyonu takiben
ineklerde IPV ve bogalarda IPB meydana gelir. I[PV tablosu ineklerde dogal
ciftlesmeden 1-3 giin sonra sik iseme ve kuyrugun stirekli hareketi gibi karakteristik
semptomlar ile ortaya ¢ikar. BHV-1 ile enfekte ineklerde ates, depresyon, anoreksi
semptomlar1 yanmnda, kuyruk siirekli vulvaya bitisik durur. Vulva siskin,
hiperemiktir ve iizerinde 1-2 mm boyutunda piistiiller vardir. Sekonder bakteriyel
enfeksiyonun baslamasi durumunda irinli akinti1 gelmektedir. Lezyonlar genellikle
10-14 giin igerisinde ortadan kalkarken, bazi hayvanlarda purulent vaginal akmtilar
birka¢ hafta devam etmektedir (Turin ve Russo 2003, OIE 2010). Akut I[PV uterusta
metritis yaninda nekroz, 6dem ve hemorajilere neden olur. Oviduktta lezyon
gbozlenmez iken ovaryumlarda corpus luteum kistik yapidadir (Miller ve Van Der
Maaten 1984). BHV-1 DNA’s1 ovaryumda enfeksiyondan 22 giin sonra tespit
edilmistir (Mweene ve ark. 1996). Bogalarda IPB enfeksiyonundan 1-3 giin sonra
penis ve prepisyum mukozasinda IPV benzeri lezyonlar sekillenir. Bu formda
bulagsma en ¢ok enfekte bogalarin dogal ¢iftlesme ve suni tohumlama merkezlerinde
kullanilmasi sirasinda mekanik yollarla gergeklesir. Bu donemde sekonder bakteriyel

etkenler siklikla tespit edilebilmektedir. Enfekte hayvanlarda sekillenen lezyonlar 10-
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14 giin igerisinde ortadan kalkar. Fakat bazi hayvanlarda libido azalmasi, agrili

ereksiyon ve ejekiilasyon goriilebilir (Pastoret ve ark. 1982).

BHV-1 enfeksiyonu ile meydana gelen abort vakalari ilk olarak 1963 yilinda
Ormsbee tarafindan rapor edilmistir (Ormsbee 1963). Gebe sigirlarda inkiibasyon
siiresi 15-64 giin olmak ile birlikte, meydana gelen abort vakalarina daha c¢ok
gebeligin 4 ile 8. aylar1 arasinda (ligiincii trimesterinde), fotal 6limlere ise gebeligin
ilk trimesterinde rastlanmaktadir (Crook ve ark. 2012). Viriis plasentadan
enfeksiyonun ardindan en erken 8 giin sonra izole edilebilir. Plasentada stromal ve
perivaskiiler 6dem, endotel hiicrelerinde nekroz ve dokiilmeler, koryoallantois ve
villuslarda nekrozlar gozlenir. Plasentanin retensiyonu ve kotiledon dejenerasyonu
gbzlenen diger lezyonlardir. Bu asamada fotiista otoliz sekillenirken, karaciger ve
akcigerde 1-3 mm biiyiikliiglinde beyazdan-griye degisen odaklar, bobrekte 6dem ve
hemorajiler gozlenir (Smith 1997). Arastiricilar BHV-1"inde nadir olarak Neospora
caninum’a benzer lezyonlar ile buzagilarda ensefalitlere neden olabildigini rapor

etmiglerdir (Brower ve ark. 2008).

1.3.5. immiinite

Mikroarray yontemi kullanilarak yapilan bir g¢aligmada akciger brons epitel
hiicrelerinin 1x10° PFU BHV-1 ile enfeksiyonu sonrasinda IL-6 seviyesinde 10 kat,
TNF-a ve IL-1A seviyesinde 5 kat artis oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda epitel
hiicreleri BHV-1 ve M. haemolytica ile birlikte enfekte edildiginde NOS2A
seviyesindeki artis 120 kat olur iken, IL-6 (>100 kat), IL-1A (>90 kat), CXCL2 (>40
kat), IL-8, CCLS5 (30 kat) ve CXCL1 (20 kat) seklinde artiglar oldugu saptanmistir
(Na1 ve ark. 2013). Sigir bobrek hiicrelerinin (CRIB) BHV-1 ile enfekte edildigi
calismada enfeksiyondan 8 saat sonra dokularda yangi ile ilgili [FI16 (Gamma-
interferon-uyarici protein 16) ve NLRP3 (NOD-benzeri reseptor ailesinde, piirin

domaini igeren 3) yapilarmm varhigi belirlenmistir. Ayni1 calismada BHV-1 ile
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enfeksiyondan 16 saat sonra kontrol grubuna oranla 10 kat daha fazla enfekte
hiicrelerde kaspaz-1 aktivitesi tespit edilmesine ragmen, kaspaz-1 aktivitesinin
viriisin CRIB hiicrelerinde ¢ogalmasinda etkisinin olmadigini rapor etmislerdir

(Wang ve ark. 2014).

Primer viriis enfeksiyonunda TLR2 ve TLRI1 reseptorleri ile tutunma
sirasinda viral glikoproteinlerin (gB, gH, gL), TLRY ile endozom igerisinde viral
dsDNA’nin, TLR3 ve TLR7 ile viral DNA’nin transkripsiyonu sonucu olusan
RNA’nin, antijen sunan hiicrelere tanitildigi belirlenmistir (Chew ve ark. 2009,
Paludan ve ark. 2011). BHV-1 ile enfeksiyon sonrasinda MDBK hiicrelerinde TLR7
ve TLRS aktive olur iken, 16kosit hiicrelerinde yalnizca TLR7 mRNA agiklanmasinin
arttig1 tespit edilmistir (Marin ve ark. 2014). TLRS8’in transmembran ve sitoplazmik
bolgeleri 1le BHV-1 gD’nin ekstraselliiler domaininin direkt olarak hiicre igine
lokalize olmasinda gorevli oldugu anlagilmistir (Zhu ve ark. 2009). BHV-1 ile
enfekte sigirlarda acgiklanan TLR9’da 17 adet tek niikleotid polimorfizmi oldugu
bunlarin 9’unun Holstein k1 sigirlarda sekillendigi belirlenmistir (Catalani ve ark.

2011).

Viral replikasyon sonucu enfekte hiicrelerden, enfeksiyondan sonra 5. saatte
IFN I (IFN-a, B) salmir. IFN-o veya B komsu hiicrelerin Jak/Stat reseptorlerine
baglanarak, hiicre tutunmasindan replikasyonun baskilanmasina kadar gorevleri olan
antiviral faktorlerin aciklanmasmi saglar (Ackermann ve ark. 2010). BHV-1
tarafindan kodlanan bICPO (enfekte hiicre proteini 0) proteini IFN-B sentezini
engelleyerek, dogal bagisikligin antiviral etkisini baskiladigi belirlenmistir. Ayni
calismada HSV-1 tarafindan kodlanarak IFN sinyalini baskilayan ICP27 proteini
homologu ve BHV-1 tarafindan kodlanan bICP27 proteininin IFN-B1 ve IFN-2’nin
transkripsiyonel aktivitesini baskiladigi rapor edilmistir (da Silva ve ark. 2012).
bICPO proteini IRF3 yikimlanmasini ve IFN uyarici fonsiyonu baskilayic1 etki
yaptig1 bildirilmistir (Jones 2009). Latentlik doneminde ise LRG tarafindan kodlanan
iki miRNA’nim, bICPO agiklanmasini baskiladigi, bunun yaninda IRF3 ile birlikte
IFN-B ve NF-kB aktivitesini uyardig1 belirlenmistir (Silva ve Jones 2012). IFN I,
MHC I ag¢iklanmasini, antijen sunumunu, dentritik hiicrelerin aktivasyonunu saglar.

[laveten NK hiicrelerin uyarilarak viriis ile enfekte hiicrelerin &ldiiriilmesini
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tetikleyerek viral enfeksiyonlara karsi direnci arttirir (Murphy ve ark. 2008). BHV-1
enfeksiyonlarinda IFN I, ilk olarak enfeksiyondan sonra 5. saatte belirlenirken nazal
sekresyon ve kanda 36-72. saatlerde en yiiksek seviyeye ulasir ve 8 giin etkinligini

korur (van Drunen Littel-van den Hurk ve ark. 1993, Levings ve Roth 2013a).

Makrofaj hiicreleri BHV-1 enfeksiyonunun erken sathasinda IFN-a {iretimine
katkida bulunarak, viriisiin yayilmasini smirlandirir. Enfeksiyonun ge¢ doneminde T
hiicrelerinden salgilanan IFN-y ile wuyarilarak viriis ile enfekte hiicrelerin
oldiiriilmesinde gorev alir. Makrofaj aktivitesi en erken akciger paransimal
hiicrelerinin enfeksiyonundan 2 giin sonra belirlenirken, periferal kan hiicrelerinin
enfeksiyonundan 5-7 giin sonra tespit edilir (Tikoo ve ark. 1995, Levings ve Roth
2013a). Notrofiller, patojen iligkili reseptorler ve komplemente 6zgli reseptore
sahiptir. Sigir polimorfoniiklear notrofil hiicreleri oa-defensin, B defensin ve
kathelisidin kaynagi olarak, antikora bagimli hiicre aracili sitotoksisitede (Antibody-
Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity/ ADCC) gorevli en etkin hiicreler olarak
enfekte hiicrelerin yikimlanmasinda hizla etki eder (Ackermann ve ark. 2010). NK
hiicreleri MHC’ye bagli olmadan sitotoksisitede gorevli T ve B hiicrelerinden kdken
alir. BHV-1 enfeksiyonlarinda NK hiicrelerinin 6ldiirme aktivitesi, gB, gD ve gC
hedef olmak iizere antijen sunumuna baghdir (Babiuk ve ark. 1996). Antijen sunan
hiicrelerden salman IL-12 ile uyarilan NK hiicrelerinden IFN-y iiretilir (Jaime-

Ramirez ve ark. 2011).

Kazanilmis immiin yanit olusumu enfeksiyondan 5 giin sonra tespit edilmeye
baslanir ve 7-10 giin i¢inde en yiiksek seviyeye ulasir. Bu asamada yardimeci T
hiicreleri makrofaj ve NK hiicrelerini aktive ederken, spesifik sitotoksik T hiicrelerin
cogalmasini arttirir. Enfeksiyonun 10. giinlinden sonra nétralize edici antikorlar
tespit edilebilir ve enfeksiyon biiyiik 6l¢iide smirlandirilir (Schuster ve ark. 2011,
Levings ve Roth 2013b). Kazanilmis immiin cevap sirasinda CD8" T hiicreleri
sitotoksik T hiicreleri haline dniisiirler. Bunun yaninda CD4" T hiicreleri, yardimci
T hiicreleri (Thl, Th2, Th17) ve Treg hiicreleri haline gelirler. IL-12, IL-18, TNF-a
ve IFN-a naif T hiicrelerini Thl hiicrelerine doniisimiinii uyarwr. TGF-B, Treg
hiicrelerin olusumunu tetikler iken, IL-6 Treg hiicreleri baskilayarak, Thl7

hiicrelerini uyarir. Th17 hiicreleri ise notrofil cevabini arttirir. Thl hiicreleri IL-2, IL-
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12, IFN-y salgilayarak makrofajlarin uyarilmasmi saglar. Th2 hiicreleri ise IL-4, IL-
5, IL-6 ve 1L-10 salgilayarak B hiicre aktivasyonu ve antikor cevabin olusmasinda

gorev alir (Murphy ve ark. 2008).

Gelisen hiimoral immiin yanit, viriis cogalmasin1 durdurabilecek notralizan
antikorlarin salgilanmasini uyarwr. Notralizan antikorlar; virionlar1 bir araya
toplayarak enfeksiyoz merkezleri azaltilmasi, virionun hiicreye tutunmasi igin gerekli
reseptorleri bloke edilmesi, viriisiin fliizyonunun hiicre membrani veya endositik
vezikiilde baskilanmasi1 gibi mekanizmalar ile etki eder (Levings ve Roth 2013b). Zar
glikoproteinlerinden gB, gC ve gD notralizan antikorlar icin en uygun uyarict ve
hedef partikellerdir (Turin ve ark. 1999). Noétralize edici olmayan antikorlar ise viriis
ile enfekte hiicrelere baglanarak bu hiicrelerin antikor aracili hiicre sitotoksisite ile
yikimlanmasinda gorevlidir (van Drunen Littel-van den Hurk ve ark. 1993).
Salgilanan IgM antikorlar1 enfeksiyonun 7. giin itibaren belirlenebilmekte ve
enfeksiyonun 40. giine kadar etkinligini siirdiirmektedir (Osorio ve ark. 1989). IgM
salgilanmasindan birkag giin sonra IgA olusur ve mukozal sekresyonda uzun siire
etkinligini korur. Yapilan arastirmalarda BHV-1 ile reenfeksiyon ve reaktivasyon
sonrasinda nazal, okiiler ve genital sekresyonda yalnizca IgA’nin varligma
rastlanmaktadir. Boylece reenfeksiyon ve reaktivasyon durumlarinda serumda
bulunan IgA’nin BHV-1 i¢in iy1 bir indikator olabilecegini bildirmislerdir (Madic ve
ark. 1995). IgG enfeksiyondan 7-10 giin sonra tespit edilmektedir (Kramps ve ark.
1994).

Olusan antikor yanit, primer enfeksiyonun elemine edilmesinde ve
olusabilecek reenfeksiyonlarmm sonuglarmin smirlandirilmasit disinda maternal
bagisikligin saglanmasinda dnemli bir rol oynar. BHV-1 ile bagisik ineklerden dogan
buzagilarin dogumdan sonraki ilk 12 saatte kolostrum ile alman maternal antikorlar,
yavruyu 3-4 aya kadar sistemik ve letal hastaliklara kars1 korumaktadir (Fulton ve
ark. 2004). Maternal antikorlarin biyolojik yari1 Omiirleri 3 haftadir, fakat bazen
hayvanlarda 9 aya kadar tespit edilebilir (OIE 2010).
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1.3.6. Teshis

1.3.6.1. Klinik Teshis

BHV-1 enfeksiyonunda solunum sistemindeki bulgulara ilave olarak infeksiyoz
pustiiler vulvovaginitis, balanopostitis, konjiktivitis ve ensefalitis tablosu klinik
olarak gozlemlenir. Yetiskin ineklerde meydana gelen siit veriminde azalma,
infertilite ve abortlar ile bogalarda sperm kalitesinde azalmalarda BHV-1
enfeksiyonu varligini akla getirebilmektedir. Buna ragmen hastalifin ve BHV-1

etkeninin kesin tanisi i¢in laboratuvar testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (OIE 2010).

1.3.6.2. Laboratuvar Teshis

BHV-1’in laboratuvar teshisi; tam kan ve kan serumu ile nasal sivap, vaginal sivap,

sperma ile postmortem dokulardan direkt ve indirekt yontemlerle teshis edilebilir.

1.3.6.2.1. Antijen Teshisi

BHV-1 izolasyonu enfeksiyonun akut doneminde alinan nazal, konjiktival ve vaginal
stvap Ornekleri, bogalardan alinan sperma ile fotal karaciger, akciger, dalak, bobrek,
lenf nodiilii, tonsil ve solunum yolu mukoz membranindan gerceklestirilmektedir
(Rola ve ark. 2005, OIE 2010, Biswas ve ark. 2013). Viriis izolasyonu i¢in sigir
bobregi, akciger, testis, tiirbinata ve trake hiicreleri ile hazirlanan primer ve sekonder
hiicre kiiltiirii 1le BHK-21, MDBK ve African green monkey cells (Vero) hiicre
hatlar1 kullanilabilir (Saliki ve ark. 1997, Gu ve Kirkland 2008, Abu Elzein ve ark.
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2008). Viriis varlig1 3 giin icerisinde mikroplak etrafinda yuvarlaklagsmis hiicrelerin
iiztim salkimi gibi kiimelesmesi seklinde meydana gelen karakteristik sitopatik efekt
olusumu ile tespit edilir. Bunun yaninda ortamda dev hiicreler ve sinsitya hiicreleri
olugsmaktadir (Nandi ve ark. 2009). Yaklasik 7 giinliik bir siirenin gerektigi metotta
virlis izolasyonunun yapilabilmesi i¢in toplanan numunelerin enfeksiyonun akut

doneminde toplanmasi gerekmektedir (Rola ve ark. 2005).

Viral  antjjenlerin  tespitinde = immunfloresans  (IF)  testlerinden
yararlanilmaktadir. Immunfloresans testinde monospesifik antiserum, fluorescein
isothiocyanate (FITC) gibi bir floresans boya ile isaretlenerek viral antijenlerin
tespiti gergeklestirilir (OIE 2010). Yapilan karsilastirmali bir analizde bu metot ile
teshisin hayvanlarda atesin yiikseldigi donemde alinan 6rneklerde etkili olmasina
ragmen enfeksiyondan sonra yaklasik 11. giine kadar viriis izolasyonunun bu metoda
gore daha duyarli oldugu rapor edilmistir (Edwards ve ark. 1983). Yapilan bir baska
arastirmada okiiler ve nazal sivap 6rneklerinde BHV-1’in teshisinde immunfloresans
yonteminin viriis izolasyonuna gore daha az duyarh oldugu tespit edilmistir. Ayni
calismada BHV-1 salgimlarinda her iki yontem i¢in okiiler sivap 6rneklerinin nazal
orneklere gore daha etkili bir teshis materyali oldugu rapor edilmistir (Nettleton ve

ark. 1983).

BHV-1"in direk teshisi i¢in kullanilan bir diger yontem ELISA’dir. Bu metot
diisiik maliyet ve kisa zaman icerisinde yliksek duyarlikli diagnostik bir test araci
olmasmna ragmen viral antijen yogunlugunun diisiik oldugu Orneklerde teshiste
yetersiz kalabilmektedir (Bashir ve ark. 2011). Antijenler genellikle monoklonal
veya poliklonal antikorlar ile kaplanmis mikropleytler ile tespit edilir (Collins ve ark.
1988). Enfeksiyondan sonra 3-7 giin igerisinde nazal sekresyonda BHV-1 antijen
titresi 10°~10° TCIDso/ml diizeyindedir. Bu donemde elde edilen 6rnekler ile yapilan
antijen ELISA sonuclar1 glivenilirligi yiiksektir (Edwards ve Gitao 1987, OIE 2010).

BHV-1 enfeksiyonlarmin PZR ile teshisinde nazal sivap, akciger, trake, lenf
nodiilii, bademcik (tonsil), sakral-trigemal ganglia, sperma ve kan O&rnekleri
kullanilmaktadir (Belak ve Ballagi-Pordany 1993, van Engelenburg ve ark. 1995, de
Gee ve ark. 1996, Fuchs ve ark. 1999). BHV-1 teshisinde arastiricilar BHV-1
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genomunda timidin kinaz (Kibenge ve ark. 1994), gB (Lyaku ve ark. 1996), gC
(Galeota ve ark. 1997), gD (Wang ve ark. 2001) ve gE (Schynts ve ark. 1999) gen
bolgeleri niikleotid dizilimlerine uygun primer ciftleri kullanarak farkli PZR
yontemleri gelistirmislerdir. BHV-1 ile miicadelede kullanilmak tizere gE bolgesi
silinmis [gE deleted/gE(-)] marker asilar kesfedilmistir (Kaashoek ve ark. 1994).
gE(-) marker as1 uygulamalar1 yayginlagsmasimi takiben arastiricilar gE gen bolgesi
hedef alan primer ¢iftleri kullanarak bir PZR yontemi gelistirmisleridir. Bu yontem
sayesinde vahsi tip virlis susu kaynakli dogal enfeksiyon ile gE bdlgesi silinmis

marker as1 susunun ayrimi yapilabilmektedir (Schynts ve ark. 1999).

BHV-1 teshisinde PZR yontemi ile virlis izolasyonu karsilastirildiginda
PZR’nin 2-100 kat daha duyarli oldugu ve izolasyona oranla kisa siirede sonug
vermesinden dolayi, iyi bir alternatif yontem olarak belirlenmistir. Ayrica sperma
orneklerinde BHV-1 DNA’simin tespiti ¢calismasinda 50 pl sperma igerisinde bulunan
3-5 DNA molekiilii PZR yontemi ile tespit edilebildigi rapor edilmistir (van
Engelenburg ve ark. 1993). Bir baska calismada 10°-10" 1okosit 6rneginde bir BHV-1
DNA kopyasinin gB, gC ve gE PZR ile saptanabildigi belirtilmistir (Fuchs ve ark.
1999). PZR metodu sayesinde BHV-1 ile BHV-5 basta olmak iizere diger
alphaherpesviriislerin birbirinden ayrimi saglanmaktadir (Ashbaugh ve ark. 1997,
Ros ve ark. 1999). BHV-1 ve BHV-5 i¢cin sigirlarda ve farede deneysel
enfeksiyonlarin teshisinde Real time PZR uygulamalar1 kullanilmistir (Abril ve ark.
2004). Real time PZR’nin standart PZR’den en Onemli farki, g¢ogaltilan PZR
iirtinlerinin amplifikasyon siklusu devam ederken hibridizasyon problar1 kullanilarak
direkt teshis edilmesidir. Bu sayede duyarlilik artarken kontaminasyon riski
azalmaktadir (Mackay ve ark. 2002). Bunun yaninda mide igerigi, plasental
kotiledonlar, fotal dokular, vajinal akimtilar gibi klinik 6rneklerde viral yiikiin tespiti
yapilarak klinik vakalar1 izleme ve teshis c¢aligmalarinda oOnemli veriler

saglanmaktadir (Niesters 2001, Mahajan ve ark. 2013).
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1.3.6.2.2. Antikor Teshisi

Antikor (indirek veya bloklanmis) ELISA ve viriis notralizasyon testleri, spesifik
BHV-1 antijenleri kullanilarak hazirlanir. BHV-1’e kars1 serumda olusan spesifik
antikorlar1 belirleyerek seropozitif hayvanlarin teshisinde yaygin olarak kullanilir
(Kramps ve ark 1993). BHV-1 siipheli hayvanlarda alinan serum ve siit 6rnekleri
kullanilarak ELISA ile antikorlar belirlenebilmektedir (Wellenberg ve ark. 1998).
BHV-1’in, gB, gE ve gC gibi antijen bolgeleri hedef alinarak bir¢cok ELISA kiti
dizayn edilmistir (Das Neves ve ark. 2009). gB ELISA’nin diger ELISA
yontemlerine gore daha duyarli oldugu belirlenmistir (Kramps ve ark. 2004). gE
ELISA, gE bolgesi silinmis (gE deleted) marker asilar ile asilanmis sigirlar ile dogal
enfekte sigirlarin ayrilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir (van Oirschot ve ark. 1997).
Arastirmacilar BHV-1.1 ve BHV-1.2 alttiplerinin ayrimimnin yapilmasini saglayan ve
sadece BHV-1.1 alttipi gC amino-termal bdlgesini taniyan bir monoklonal antikor
(MAD 71) kesfetmislerdir (Rijsewijk ve ark. 1999). Daha sonra yapilan ¢aligsmalar ile
bu Ozellikten yararlanilarak gelistirilen gC ELISA yontemi kullanilarak BHV-1
alttipleri %92 sensitivite ve %90 spesifite ile serum Orneklerinden ayrimi

saglanmaktadir (Spilki ve ark. 2005).

Viriis notralizasyon testleri, BHV-1 spesifik antikorlar1 tespit etmede oldukg¢a
hassas olmasi nedeniyle, eradikasyon programlarinda referans test olarak
kullanilmaktadir. Virlis notralizasyon testi i¢in sigir bobrek, testis, akciger ve trake

hiicreleri yaninda MDBK hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (OIE 2010).

1.3.7. Korunma ve Kontrol

BHV-1 OIE’nin B listesinde bulunan enfeksiyonlardan birisi olup uluslararasi

diizeyde kontrol ve eradikasyon stratejileri gelistirilmektedir (OIE 2010). Uygulanan
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programlar baslica as1 uygulayarak veya uygulanmadan “test ve itlaf’ ile “test ve
uzaklastir” esasmna dayanmaktadir. Danimarka, Finlandiya, Avusturya, Isve¢ ve
Isvigre’de BHV-1’in eradikasyonunda as1 kullanilmadan yapilan “test ve itlaf”
uygulamalar1 ile yliksek basar1 elde edilmistir (Ackermann ve ark. 1989, Nylin ve
ark. 1998, Kofer ve ark. 1999). Bu programlar kullanilarak BHV-1’in eradikasyonu
calismalar1 sirasinda uygulanacak biyogiivenlik uygulamalar1 6nemli bir husustur.
Yetistirilmek tizere siiriiye dahil edilecek sigirlardan, 4 haftalik karantina uygulamasi
sonras1 seronegatif olanlara izin verilir. Bu asamada enfekte oldugu belirlenen
sigirlar, Omiir boyu viriis sacicist olarak kabul edilir ve itlaf edilerek siiriiden
uzaklastirilir (Noordegraat ve ark. 2000). BHV-1’in kontrol ve eradikasyonu
programinda asilama ve test uygulamalar1 Almanya, Belgika, Macaristan, Italya ve
Hollanda’da kullanilmaktadir (Tanyi ve Varga 1992, Nardelli ve ark. 1999, Trapp ve
ark. 2003, Ackermann ve Engels 2006).

BHV-1 salgmlarmin kontrolinde modifiye canli, inaktif, marker ve
multivalan olmak lizere birgok asi tiirii kullanilmaktadir (Ackermann ve Engels
2006). Canli viriis iceren asilar intranazal yolla uygulandiginda latent enfeksiyona
veya latent viriisiin reaktivasyonuna neden olabilir. Bunun yaninda bu tiir asilarin
kullanilmas1 abortlara neden olabilir. Inaktif asilar abortlara, immunsupresyona ve
latentlige neden olmamasi nedeni ile canli asilara gore daha giivenlidir. 10-14 giin
ara ile 2 defa uygulamas1 Onerilen inaktif asilar ikinci dozdan sonra yaklagik 7-10
gilin igerisinde korumaya baglar (Patel 2005). Yapilan arastirmada modifiye canli
BHV-1 agis1 kullanildig1 durumlarda siyah japon sigirlarinda vitamin E’nin antikor
cevabini ve uretimini arttirici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Otomaru ve ark.
2013). Marker asilar bir veya daha fazla viral protein gen bdlgesinin silinmesi
(delesyon) ile elde edilir. Inaktif ve canli atteniie asilardan farkli olan bu marker
asilar ile dogal enfekte ve asilanmis hayvanlarin birbirinden ayrimma olanak
saglanmaktadir (Oirschot ve ark. 1996). Pek cok Avrupa iilkesinde, gE(-) marker
asilarin kullanimi temeline dayanan ve BHV-1’in eradikasyonunu amaglayan kontrol
programlar1 baglatilmistir (Scahaw 2000). Multivalan asilar BHV-1’in yaninda
parainfluenza-3, bovine respiratory sinsityal viriis ve BVDV antijenlerini igererek,
farkli enfeksiyonlara karsi ayni anda korunma saglanmasi i¢in dizayn edilmistir

(Mars ve ark. 2000). Piyasada bulunan ticari asilar; Rispoval (Pfizer), Hiprabovis-3
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(Hipra), Bovilis IBRnMarker (intervet), Vira Shield 6+Somnus olarak veteriner

hekimler ve yetistiriciler tarafindan temin edilebilmektedir.
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1.4. Bovine Herpesviriis 4 (BHV-4) Enfeksiyonu

1.4.1. Etiyoloji

Bovine Herpesviriis 4, ilk olarak 1963 yilinda konjiktivitis ve solunum sistemi
sorunlar1 yasayan buzagilarda belirlenmistir (Bartha ve ark. 1966). Virion,
Herpesviridae ailesi virlislerine benzer Ozelliklere sahiptir. Farkli bdlgelerde
kesfedilen yeni viriisiin pek c¢ok izolat1 tespit edilerek, “Orphan Herpesviriis”,
“Movar-tip Herpesviriis”, “Bovid Cytomegaloviriis” ve “Bovid Herpesviriis-4” gibi
degisik isimler ile rapor edilmistir. 1987 yilinda isimlendirmelerdeki farkliligin
onlenmesi i¢in virlise “Movar tip Bovine herpesvirus-4” ismi verilmistir (Bartha ve
ark 1987). 2000 yilinda viriistin isimlendirmesi ICTV tarafindan Bovine herpesviriis-

4 (BHV-4) olarak tescil edilmistir (Fauquet ve ark. 2005).

BHV-4, Herpesviridae ailesinin  Gammaherpesvirinae alt ailesinin
Rhadinoviriis cinsinde bulunur (ICTV 2013). BHV-4, herpesviriis B smifi genom
organizasyonuna sahip, yaklasik 145kb biyiikliigiinde ¢ift iplikli ve linear DNA’ya
sahiptir (Ehlers ve ark. 1985). Virion, 90-100 nm capinda olan niikleokapsit ve
tutunma, penetrasyon, tomurcuklanma ve sa¢ilmadan sorumlu viral glikoproteinleri
iceren zarf ile c¢evrilidir (Storz ve ark. 1984). Genom yapisinda merkezde az
miktarda G+C bazlar1 igeren bir adet “uzun merkez bolgesi (Long Central Unique
Region/LUR~110 kb)” ana sekans dizilimi bulunur. Bu dizilim iki tarafindan fazla
miktarda G+C bazlar1 bulunduran ve suslara bagli olarak degismekle birlikte 1450-
2850 bp arasinda biiytikliikte tekrar bolgeleri (Polyrepetitive DNA/prDNA) ile
cevrelenmistir. Bu tekrar bolgelerinin linear genomda ortalama 15 civarinda
bulundugu ve virlis replikasyonu sirasinda bdliinme ve paketlenme asamalarinda
onemli rol oynayan bir element oldugu tespit edilmistir (Broll ve ark. 1999). BHV-
4’{in, tam genom sekans analizi sonucu 79 ORF bolgesi bulundugu, bunlarm 62’°sinin

diger rhadinoviriis ile benzerlik gosterirken 17’sinin BHV-4’e 06zgii oldugu
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belirlenmistir (Zimmermann ve ark. 2001). Yapilan restriksiyon endoniikleaz
analizleri sonucu Amerikan suslart DN-599, Avrupa suslar1 ise Movar 33/63 alt
grubunda olacak sekilde BHV-4’iin iki alt grubu tanimlanmistir (Bublot ve ark.
1990). Hindistan’da belirlenen M40 susunun ise iki grubun disinda 6zellikte oldugu
rapor edilmistir (Thiry ve ark. 1992).

BHV-4 genomunda 29 yapisal protein varligi tantmlanmistir ve bunlardan 4’
karakterize edilmistir (Thiry ve ark. 1992). Ik olarak gp6/gpl10/gpl7
(150kDa/120kDa/51kDa), gpl0-gpl7°’nin disiilfit ve gp6’nin kovalent olmayan
baglar ile birbirine baglanmasi1 sonucu olugsmustur. Tiim herpesviriislerde korunmus
bolge 6zelliginde olan bu yapi, konak hiicreye giriste rol oynamaktadir. ikinci olarak,
gpl11/VP24 (120kDa/16,5kDa) kovalent olmayan baglar ile baglanan ve yapisinda en
az alt1 notralize edici epitop bulunduran bir komplekstir (Dubuisson ve ark. 1989a).
Sonraki yillarda virionun tutunmasinda gorevli oldugu anlasilan gp8 (135kDa) ile
enfeksiyondan yaklasik 8 saat sonra tespit edilen ve enfekte hayvanin immiin sistemi
tarafindan hedef aliman gpl (>300kDa) gibi biiylik glikoproteinler tanimlanmigtir
(Dubuisson ve ark. 1992a, Dubuisson ve ark. 1992b). Bunlarin diginda gp110 (gH)
ve hiicreye giriste endositozisi tetikleme 6zelliginde olan gL kesfedilmistir (Lomonte

ve ark. 1997, Lete ve ark. 2012).

In vitro viriis replikasyonu swrasinda BHV-4’iin hiicreye bagimli ve yavas
ireme karakterinde oldugu anlasilmistir (Storz ve ark. 1984). BHV-4 icin 6zellikle
hiicre boliinmesi esnasinda S fazinda olan hiicrelerde viral DNA replikasyonu ve
protein sentezi oraninda artiy gozlenmektedir (Vanderplasschen ve ark. 1995).
Replikasyon siklusunda IE (En erken/Immediate Early), E (Erken/Early) ve L
(Geg/Late) olmak iizere baslica 3 protein sentezlenmektedir. IE proteinler (IE1-IE2)
viral genomun kapsitten ayrilarak hiicre niikleusu i¢ine birakilmasi ardindan hiicre
RNA polimeraz II kullanilarak transkribe edilir. IE1, 1.7 kb biiytikliigiinde splicing-
RNA o6zelligindedir ve 5' ucu yakininda 3 adet kii¢iik ekson bulundurur. E proteini,
IE proteinlerin sentezlenmesi ardindan enfeksiyondan sonra yaklasik 4-8 saat sonra
aciklanirken, niikleotid metabolizmasi ve DNA replikasyonunda gorev alir. L protein
aciklanmasi ise IE ve E proteinleri ile viral DNA sentezine bagli olarak en son

sekillenir (Chang ve van Santen 1992, Vanderplasschen ve ark. 1995). 1.8 kb spliced
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RNA yapisindaki IE2 geni tarafindan kodlanan 61 kDA biiytikliigiinde proteinin
amino asit dizilimi, Epstein-barr viriis transaktivator R proteini, herpesviriis saimiri,
equine herpesviriis 2, murine herpesviriis 68 ve Kaposi's sarcoma-associated
herpesvirus ile yiiksek benzerlik gostermektedir. Bu benzerlikler sonucu arastiricilar
BHV-4’lin ruminantlar diginda duyarli olmayan tiirlerin hiicrelerinde replike
olabilmesinde IE2 geninin kilit role sahip olabilecegini spekiile etmektedirler (van
Santen 1993, Donofrio ve ark. 2004). BHV-4’iin timidin kinaz (TK) geni 1335
niikleotid igermektedir. TK geni tarafindan kodlanan 445 amino asit biiyiikliglinde
proteinin amino asit sekansinin Gammaherpesvirinae’de bulunan Epstein-barr viriis
ve HSV ile farkliliklar gdstermesine ragmen, alfaherpesviriisler ile
karsilastirildiginda yiliksek homoloji tespit edilmistir (Lomonte ve ark. 1992, Thiry
ve ark. 1992). TK, ORF21 tarafindan kodlanirken IE2 gen {iriinleri tarafindan
transaktive edilir (Zhang ve van Santen 1995). Ayrica TK, BHV-4’lin tespiti i¢in
PZR kullanilan pek cok molekiiler tabanli ¢alismada hedef gen bdlgesi olarak
secilmektedir (Wellenberg ve ark. 2001b, Donofrio ve ark. 2009).

BHV-4 enfeksiyonundan 24 saat sonra hiicrelerin yuvarlaklagsmasi ve
monolayer yapinin bozulmasi seklinde hiicrelerde cpe gozlenir. Enfeksiyondan
yaklagik 72 saat sonra hiicreler tamamen yiizer hale gelir (Peshev ve Christova
2013). BHV-4, sigirlardan elde edilen; bobrek, testis, akciger, deri, meme bezi, nazal
tiirbinata, endotel hiicreleri, B-T lenfositleri, histiosit, tiroid, embriyonal trakea
hiicreleri ve fotal kemik iligi hiicrelerinden hazirlanan primer hiicre hatlar1 yaninda,
MDBK, GBK (Georgia sigir bobrek), BEK (Sigir embriyonik hiicreler) ve EBL
(Embriyonik sigir akciger) gibi devamli hiicre hatlarinda ¢ogaltilarak izole edilebilir
(Donofrio ve van Santen 2001). Bunun yaninda BHV-4 bufalo, koyun, keci, kedi,
kopek, tavsan, hindi, at, rat, fare ve hamster gibi farkl tiirlerin hiicrelerini enfekte
edebilir (Egyed 2000). BHV-4’iin insan hiicrelerini enfekte edebildigi ve baz1 hiicre
hatlarinin  (Glioblastoma, MRC-5, WI-38, HELA) duyarli oldugu arastiricilar
tarafindan farkl caligmalarda rapor edilmistir (Egyed ve Bartha 1998, Donofrio ve
ark. 2000b, Gillet ve ark. 2004). Bu duruma ragmen heniiz insanlarda rapor edilmis
BHV-4 vakasmin bulunmamasmin, virion yiizeyinde agiklanan konak hiicre

epitoplarindan biri olan “Galal-3Gal”a kars1 antikorlar araciligi ile aktive olan
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komplementler sayesinde, insan serumunun BHV-4’ii noétralize etmesi kaynakli

oldugu tespit edilmistir (Machiels ve ark. 2007).

1.4.2. Epidemiyoloji

BHV-4’lin dogal konakgilar1 sigirlar (Bos Taurus ve Bos indicus) olmak ile birlikte
viriis, farkli ruminant tiirlerinde; Afrika bufalosu (Syncerus caffer), Amerikan bizonu
(Bison bison) ve koyunda belirlenmistir. Sporadik seyirli enfeksiyonda izolasyonlar
baz1 geyik tiirleri, kedi, aslan ve baykus maymun (Aotus trivirgatus) tiirlerinde
gerceklestirilmistir. Deneysel olarak ke¢i, tavsan, guinea piglerin BHV-4
enfeksiyonlarina duyarli olduklar1 bildirilmektedir. /n vitro olarak BHV-4’iin primer
koyun, kec¢i, domuz, kedi, kopek, tavsan, geyik, at, hindi, tavuk, gelincik, fare ve
maymun hiicre hatlarinda ¢ogalabildigi belirlenmistir (Todd ve Storz 1983, Rossiter
ve ark. 1989, Moreno-Lopez ve ark. 1989, Bublot ve ark. 1991, Egyed ve ark. 1997,
Kalman ve Egyed 2005, Donofrio ve ark. 2011). Yapilan deneysel caligmalar ile
hamster, rat ve transgenik farelerin (IFNAR'/' /IFN alfa ve beta reseptorii bloke
edilmis) BHV-4’e kars1 duyarl olduklarina dair herhangi bir isaret gézlenmemistir
(Franceschi ve ark. 2011). /n vitro olarak insan hiicre hatlarinda BHV-4’lin replike
olabildigi ve izole edilebildigi yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir (Egyed 1998;
Donofrio ve ark. 2000b, Gillet ve ark. 2004).

Diinyanin pek c¢ok yerinde yapilan calismalar ile BHV-4’tin %30-84.37
arasinda seropozitiflik ile seyrettigi saptanmistir (Metzler ve Wyler 1986, Truman ve
ark. 1986, van Opdenbosch ve ark. 1988, House ve ark. 1990, Yoshima ve ark. 2005,
Graham ve ark. 2005, Monge ve ark. 2006, Fridgut ve Stram 2006, Nikolin ve ark.
2007, Fichtelova ve Kovarcik 2010). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda BHV-4’iin
sigirlar arasinda %20.22-69.6 oraninda seropozitiflik ile seyrettigi belirlenmistir

(Bilge Dagalp ve ark. 2007, Giir ve Dogan 2010, Kale ve ark. 2011, Yildirim ve ark.
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2011, Avct ve Yavru 2013). Tez kapsaminda 6rnekleme yapilan illerde ise heniiz

literatiirde mevcut olan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

1.4.3. Patogenez ve Patoloji

BHV-4 ile dogal enfeksiyon solunum, sindirim ve genital kanalda direkt bulasma ile
gerceklesir. Direkt bulasmada inhalasyon yaninda siitte bulunan viriis ile enfekte
hiicrelerin etkili oldugu belirlenmistir (Donofrio ve ark. 2000a). Viriis replikasyonu
larenks, trake, bronglar ile bagirsak epitel hiicrelerinde gerceklesir. Ayrica viriisiin
periferal kan hiicrelerinde cogalarak tiim viicuda yayildig1 ve bu sayede bircok doku
ve organdan BHV-4 izole edilebildigi bilinmektedir (Osorio ve ark. 1985, Egyed ve
ark. 1996). Yapilan son ¢aligmalar ile intrauterin bulagsmaninda gergeklestigi olgusu
BHV-4 genomunun, sperma hiicreleri ve fotiisun dalak hiicrelerinde izolasyonu ile
kanitlanmistir (Egyed ve ark. 2011). Sigirlarda viral DNA, kan hiicrelerinde
enfeksiyondan sonra 10-32., tavsanlarda 2-16. giinlerde tespit edilebilmektedir
(Egyed ve ark. 1999). BHV-4’iin konjiktival akint1 ve dalaktan enfeksiyondan 7 giin
sonra tespit edilebildigi rapor edilmistir (Osorio ve ark. 1985). Tavsanlarda ise
CD11b" periferal kan 16kositlerinin deneysel olarak BHV-4 ile enfekte oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar  BHV-4’tin  CD11b" hiicreleri ile in vivo olarak
intravaskiiler yayilma, replikasyon ve latentlige neden olabilecegini rapor etmislerdir

(Fabian ve ark. 2005).

BHV-4iin ORF16 ve ORF71 bolgelerinde aciklanan v-Bcel-2 ve v-FLIP
genleri ile TNF-a aracilt apoptozis mekanizmasini inhibe ettigi ve BHV-4 ile enfekte
hiicreleri apoptozisten korudugu 6nceki yillarda rapor edilmistir (Zimmermann ve
ark. 2001). Bunun yaninda BHV-4 tarafindan ag¢iklanan IE ve E genleri ile in vitro
olarak insan A549 ve OVCAR karsinom hiicrelerinde kaspaz-10 aracili apoptozisi

uyardig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gére BHV-4’lin bazi insan karsinomlarinin
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tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir viro-onkoapoptotik ajan olabilecegi
bildirilmektedir (Gillet ve ark. 2005). Son donemde ise BHV-4 ile enfekte MDBK
hiicrelerinde otofaji mekanizmasi gelistigi yapilan arastwrmalar ile belirlenmistir.
Otofajinin MDBK hiicrelerinde enfeksiyonun son doneminde (enfeksiyondan 48 saat
sonra) otofaji i¢in esansiyel olan LC3II proteinin artmasi ve p62 proteini seviyesinin
tilkenmesi sonucu sekillendigi gozlenmistir. Ayrica otofaji icin gerekli Becline 1, P13
kinase, Akt1/2 ve p21 proteinlerinin enfeksiyondan 24-48 saat sonra agiklanmasinin
BHV-4 replikasyonuna bagli olarak arttirdig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gére BHV-
4’lin otofaji mekanizmasimi kontrol ederek viral replikasyonu arttirdigr ve immiin
sistemden kagis1 diizenledigi, ilerleyen calismalar ile detayli arastirilmasi gerektigi

rapor edilmistir (Montagnaro ve ark. 2013).

Akut enfeksiyonun ardindan diger herpesviriislerde oldugu gibi BHV-4’te de
latent enfeksiyon sekillenir. Sinir sistemi, lenf nodiilleri, amigdala, iist solunum yolu,
akcigerler, kemik 1iligi, safra kanal1 gibi pek ¢ok doku latentlik i¢in uygun alanlar
olarak ortaya ¢ikmistir (Boerner ve ark. 1999). Sigirlarda dalagin marginal zonunun
BHV-4’lin persiste kalabildigi 6nemli bdlgelerden biri oldugu bildirilmistir. Bunun
yaninda idrar kesesi, bobrekler ve timusta latent BHV-4 varligma rastlanmigtir
(Lopez ve ark. 1996). Sinir sistemi BHV-4 icin bir diger latentlik bolgesi olup,
yapilan bir ¢alismada lenf nodiilleri yaninda, medulla, spinal kord ve trigeminal
gangliyonda BHV-4 genomu tespit edilmistir (Asano ve ark. 2003). Tavsanlarin
deneysel BHV-4 enfeksiyonunda dalagin 6nemli bir latentlik bdlgesi oldugu ve
ozellikle monosit/makrofajlarda BHV-4’lin latent kaldig1 belirlenmistir (Osorio ve

ark. 1985).

Latent enfeksiyon sonrasinda BHV-4, dogum gibi stres faktorleri yaninda in
vitro olarak sodyum butirat ve in vivo olarak deksametazon gibi kimyasallar ile
reaktive olabilir. Latent enfekte makrofa;j hiicrelerinde viral DNA miktar1 10-15 kat
artig gosterir (Thiry ve ark.1986, Donofrio ve van Santen 2001). Boylece viriis nazal
akintilar, mononiikleer kan hiicrelerinden tekrar izole edilebilir (Dubuisson ve ark.
1989b). Yapilan bir calismada BHV-4’iin, latent enfekte makrofajlarda reaktive
olarak replike olmasinda bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda salgilanan prostaglandin

E2 (PGE2)’nin etkili oldugu belirlenmistir. Bu durumun o6zellikle genital
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enfeksiyonlar sirasinda bakteriyel etkenlerin uterus iizerinde meydana getirdigi
yangisal etkileri sonucu artan PGE2 ile sekillendigi rapor edilmistir (Donofrio ve ark.

2005).

1.4.4. Klinik Belirtiler

BHV-4 ile ilgili yapilan ¢alismalarda farkli semptomlar gosteren siirlar yaninda
klinik olarak saglikli goriinen sigirlarda BHV-4 varligina rastlanmistir. BHV-4’{in ilk
olarak keratokonjiktivitis, burun akintisi, oksiiriik, dispne ve akciger lezyonlar1 gibi
semptomlar gbzlenen bir sigirdan izole edildigi bilinmektedir (Bartha ve ark. 1966,
Mohanty ve ark. 1971). Yapilan deneysel enfeksiyon caligmalarinda BHV-4’iin
intranazal inokulasyonu sonucu solunum sistemi bozukluklarma ve buzagilarda

oliime neden oldugu belirlenmistir (Mohanty ve ark. 1972).

BHV-4 genomu bakteriyel mastitis semptomu gézlenen sigirlarda siit kanali
epitel hiicrelerinde ve BHV-4 enfeksiyonu geciren sigirlarin siit hiicrelerinde
belirlenmistir (Donofrio ve ark. 2000a, Kalman ve ark. 2004). Deneysel enfeksiyon
calismalarinda intranazal ve meme i¢i uygulamalarda BHV-4’lin baz1 olgularda
subklinik mastitise neden oldugu goriilmiistiir (Wellenberg ve ark. 2002). Mevcut
calismalar 151831Inda BHV-4’1in, bakteriyel etkenler gibi mastitise direkt olarak neden

olmadig diisiiniilmektedir (Izumi ve ark. 2006).

Deri lezyonlar1 (memede pistiiler dermatitis, kronik iilseratif dermatitis)
bulunan sigirlardan BHV-4 izole edilmesine ragmen deneysel intradermal
uygulamalarda etkin bir roliiniin olmadig: bildirilmistir (Kaminjolo ve ark. 1972,

Osorio ve Reed 1983, House ve ark. 1990).

Ishal semptomu olan yetiskin bir sigrm diskisinda BHV-4’iin varlig
belirlenmesine ragmen daha sonra yapilan deneysel enfeksiyonda BHV-4’iin

inokulasyonu ile ishal olusturulamamistir (Eugster 1979).
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Ataksi ve ensefalitis gibi klinik semptomlar ve merkezi sinir sistemi ile sinir
gangliyonlarinda histopatolojik lezyonlar gozlenen sigirlarda BHV-4 varlig1 tespit
edilmesine ragmen BHV-4’iin noronlar ile iliskisi tam olarak bilinmemektedir.
Yapilan bir ¢calismada ise norolojik bozukluklar goriilen sigirlara ait merkezi sinir
sistem dokularinda BHV-4, BHV-5, BHV-1, Aujeszky’s viriisii ve ovine herpesvirus
2 varligr arastirilmistir. Sonug olarak diger viriislerin aksine tiim dokularda BHV-4
izole edilirken, yalnizca iki 6rnekte BHV-5, BHV-4 ile birlikte belirlenmistir (Costa
ve ark. 2011).

Endometritis sorunu olan sigirlarin uterus igeriginde ilk defa 1973 yilinda
BHV-4 varlig1 tespit edilmistir (Parks ve Kendrick 1973). Endometritis sorunu olan
sigirlarin  endometriyumunda BHV-4  virlisii  PZR, virlis 1zolasyonu ve
immunfloresans testleri ile tanimlanir iken, endometriyum epitel hiicrelerinde BHV-4
kaynakli intraniiklear inkliizyon cisimcikleri elektron mikroskobu ile tespit edilmistir
(Frazier ve ark. 2001, Monge ve ark. 2006). Sigirlarda meydana gelen abort ve dol
tutmama sorunlarinda pek ¢ok etkenin yaninda BHV-4’lin de etkili oldugu yapilan
calismalarda ortaya konulmustur (Kirkbride 1992, Czaplicki ve Thiry 1998). Metritis
ve vajinitis gibi genital kanal sorunlar1 yagsayan gebe sigirlarda meydana gelen abort
vakalar1 sonucu, aborte plasenta endometrial hiicreler ve aborte fotiisa ait dokular
incelendiginde BHV-4 varlig1 tespit edilmistir (Deima ve ark. 2006, Deima ve ark.
2007, Chastant-Maillard 2013). Bunun yaninda klinik semptom gdstermeden fotiisun
BHV-4 ile vertikal olarak enfekte olabildigi ve dogan yavrularin seronegatif oldugu

baska bir ¢alismada rapor edilmistir (Egyed ve ark. 2011).

1.4.5. immiinite

Immiin yanit, BHV-4 enfeksiyonunu takiben 22-34. giinlerde serumda nétralize edici
antikorlarin olugmasi ile meydana gelir. Fakat enfeksiyondan sonra olusan antikor
miktarinin daha az oldugu belirlenmistir. BHV-4 enfeksiyonlarinda olusan hiicre

aracilt immiin yanit heniiz tam olarak bilinmemektedir (Thiry ve ark. 1990).
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Endometritis olgularinda endometriyumdan makrofaj ve ndtrofillerin yangi bolgesine
cekilmesi i¢in CXC kemokin ailesinden IL-8 salgilanr. BHV-4 kaynakh
endometritislerde sekillenen endometriyal savunma mekanizmasinda, IE2 gen iiriinii
ORF50/Rta’nin  endometriyal stroma hiicrelerinde IL-8 gen promotorlarini
transaktive edilmesinde ve IL-8 iiretimini uyarmada gorevli oldugu belirlenmistir
(Donofrio ve ark. 2010). Yine LPS ile aktive olan makrofajlardan TNF-a
salgilanarak endometriyal stroma hiicrelerinde NF-kB yolagmm aktive olmasi
saglanir (Chastant-Maillard 2013). Yapilan bir calismada BHV-4 yoniinden
seronegatif olan buzagilarm BHV-4 ile enfeksiyondan 8 hafta sonra tekrar viriis ile
celing yapildiginda buzagilarin etkilenmedigi goriilmiistiir ve virtise bagisik olduklar1
sonucuna varilmistir (Mohanty ve ark. 1972). Hiimoral ve hiicresel yanit ile viriisiin
replikasyonu olumsuz etkilenerek, hayvanlarm enfeksiyondan korunmasi saglanir.
BHV-4 ile akut ve latent enfekte sigirlarda lenfoid organlar ve kan hiicreleri immiin

yanitta aktif rol oynayarak enfeksiyonun elemine edilmesinde gorev alirlar.

1.4.6. Teshis

1.4.6.1. Klinik Teshis

BHV-4 enfeksiyonlarinda farkli klinik semptomlar goézlenmesine ragmen, bazi

vakalarda saglikli goriiniimlii hayvanlarda BHV-4 tespit edilmistir. Bu nedenle kesin

teshis icin laboratuvar testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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1.4.6.2. Laboratuvar Teshisi

1.4.6.2.1. Antijen Teshisi

BHV-4 enfeksiyonlarinda klinik 6rneklerden virlis izolasyonu primer sigir, koyun,
keci, kopek, kedi, tavsan, domuz ve tavuk bobreginden hazirlanan primer hiicre
hatlar1 yaninda Vero, tavsan bobrek ve MDBK gibi devamli hiicre hatlarinda in vitro
olarak gerceklestirilmektedir (Lin ve ark. 1997, Egyed 1998). izolasyonun ardindan
BHV-4 suslarinin ayrimimin yapilabilmesi i¢cin BamHI, EcoRI1 ve Hindlll enzimleri
kullanilarak restriksiyon endoniikleaz analizi yapilmaktadir (Bublot ve ark. 1990,

Thiry ve ark. 1992).

BHV-4 viral DNA’nin doku ve organlardan tespitinde DNA problar1 dizayn
edilerek dot-blot hibridizasyon teknigi kullanilabilmektedir. Fakat arastiricilar bu
yontemin rutin ayirici tantya uygun olmadigini bildirilmektedir (Galik ve ark. 1992).
Bunun yaninda viral DNA tespitinde c¢esitli gen bolgelerine 6zgli primer ciftleri
kullanilarak hazirlanan PZR testleri spesifik ve duyarl direkt teshis metotu oldugu
rapor edilmistir (Egyed ve ark. 1996).

BHV-4 suslar1 arasinda yiliksek oranda genetik farkliliklarin oldugu
belirlenmistir (Chang ve van Santen 1992). Virlise ait farkli gen bdlgelerinin
[glikoprotein B (Goltz ve ark. 1994), timidin kinaz (Lomonte ve ark 1992)] ve BHV-
4 suslarmin gen dizilimleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir (Broll ve ark.
1999, Zimmermann ve ark. 2001). BHV-4 virionunun 6nemli yapilarindan biri olan
glikoprotein B, viral enfektivitede etkili olmasi1 yaninda BHV-4 suslar1 arasinda
filogenetik iligskiyi belirlemektedir (Lomonte ve ark. 1997). Yapilan bir ¢alismada gB
PZR ile klinik 6rnekte 2-10 BHV-4 DNA kopyast oldugunda viral DNA’nin tespit
edilebildigini ortaya koymuslardwr. Arastiricilar, ayrica gB PZR ve virls

izolasyonunu karsilastirmali olarak degerlendirdikleri ¢alismalarinda, gB PZR ve
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virlis izolasyon yoOntemlerinin sensitivitesini swrastyla %93 ve %61 olarak

belirtmislerdir (Wellenberg ve ark. 2001b).

1.4.6.2.2. Antikor Teshisi

BHV-4iin indirekt teshisinde, spesifik antikorlarin varliginin belirlenmesinde
indirekt ELISA, komplement fikzasyon, IFAT ve agar jel immiin difiizyon
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Viriis notralizasyon testi rutin olarak BHV-4
antikorlarmin belirlenmesi i¢cin kullanilan bir yontem olmasina ragmen BHV-4
enfeksiyonlar1 sonrasinda diisiik titrede antikor olusumu nedeni ile duyarhilig diisiik
ve giivenilirligi az oldugu belirlenmistir (Thiry ve ark. 1990). Bu nedenle BHV-4
icin en duyarh test olarak ELISA arastiricilar tarafindan yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Edwards ve Newman 1985). Ticari ELISA kitleri olarak; BIO-X
BHV-4 ELISA (BIO-X), ID Screen® BHV-4 Indirect (IDVet), Abortion Screen
(IBR, BVDV, BHV4) (Biomedica), Primacheck BHV-4 (Agrolabo SpA)

kullanilmaktadir.

1.4.7. Korunma ve Kontrol

BHV-4’lin etiyolojik yapisinin tam olarak anlasilamamasi nedeni ile heniiz
enfeksiyonla miicadelede kullanilacak bir asi iiretilememistir. Bunun yaninda diisiik
patojenitesi, degisik tlirdeki hayvan hiicre hatlarin1 enfekte edebilme kapasitesi,
onkojen 0zelliginin zayif olmasi, gen aktarim vektorii olabilmesi gibi 6zellikleri ile

vektor agt tiretilmesine uygun oldugu belirlenmistir (Donofrio ve ark. 2007).
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In vitro olarak BHV-4 ile miicadelede kimyasal maddelerin etkileri
incelenmistir. Bu amacla yapilan arastirmada arsenit maddesinin, bovine arteriyel
endotelyal (BAE) hiicrelerinde artan hiicre stresi sonucu meydana gelen 1s1 soku
proteini 70 (HSP70) ile birlikte BHV-4’iin replikasyonunu durdurdugu rapor
edilmistir (Jiang ve ark. 2004a). Yine farkli bir ¢calismada arsenit maddesinin BAE
hiicrelerinde ekstraseliiler sinyali regiile edici kinaz aktivitesini baskiladigi, viral 1E-
2 geninin transkripsiyonu ve DNA replikasyonunu durdurdugu belirlenmistir (Jiang

ve ark. 2004b).

BHV-4 enfeksiyonu ile miicadelede kullanilabilecek en etkili yontemler
olarak, siirli taramasi yapilip enfekte bireylerin tespiti ve siiriiden uzaklastirilmasi
yaninda siirliye disaridan hayvan katilirken seronegatif ve antijen negatif bireylerin
secilmesidir. Yeni dogan yavrularm, antijen negatif annelerin kolostrumu ve
stitleriyle beslenmesi gerekmektedir. Bunun yaninda gebelik doneminde seropozitif
olarak belirlenen ineklerin, dogum sonrasinda mutlaka siirtiden uzaklastirilmasi
gereklidir ki, bu tarz hayvanlar uterus sivilari ile uzun bir donem viriisii etrafa

sacabilmektedirler (Egyed ve ark. 2011).
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1.5. Bovine Herpesviriis 5 (BHV-5) Enfeksiyonu

1.5.1. Etiyoloji

Herpesviriis enfeksiyonu kaynakli ve sigirlarda goriilen ilk meningoensefalitis vakasi
1962 yilinda Avusturalya’da yetistirilen buzagilarda rapor edilmistir (Johnston ve
ark. 1962). Ayni yil gergeklestirilen viriis izolasyonu, virion morfolojisi ve antijenik
ozelliklerin belirlenmesi ¢alismalar1 sonucu tespit edilen viral etkenin, BHV-1’in
ndropatojenik bir varyant1 oldugu bildirilmistir (French 1962). ilerleyen yillarda
virlisiin yapisinin tam olarak anlasilabilmesi ve BHV-1 ile farklarmnin ortaya
konulabilmesi i¢in, BHV-1’in farkli suslar1 ile karsilastirmali olarak viral DNA
haritalandirma ve ¢apraz ndtralizasyon testi ¢alismalar1 yapilmistir (Brake ve
Studdert 1985, Metzler ve ark. 1986). Yapilan arastirmalar sonucu yeni viriisiin ismi,
1986 ve 1989 yillarinda bovine ensefalitis herpesviriis veya BHV-1 altip 3, 1992
yilindan itibaren BHV-5 olarak degistirilmistir (Roizman ve ark. 1992).

BHV-5, Herpesviridae ailesinin Alfaherpesvirinae alt ailesinin Varicellovirus
cinsinde bulunur (ICTV 2013). BHV-5 suslar restriksiyon endoniikleaz parmak izi
yontemi ile DNA analizi caligmalar1 sonucu BHV-5a, BVH-5b ve a-b olmayan
(BHV-5 non-a/non-b) olmak {izere 3 farkl alt tipe ayrilmistir (D’ Arce ve ark. 2002).
Virion 120-250 nm ¢apinda, en igte ¢ift iplikli linear DNA’y1 iceren g¢ekirdek ve
disinda ikozahedral simetrili bir kapside sahiptir. 162 kapsomerden olusan
niikleokapsid, tegliment ile sarilmistir. En dista ise viral glikoproteinleri igeren tek

katmanli bir zarf bulunmaktadir (Roizman ve ark. 1992).

BHV-5 genomu, BHV-1’e benzer sekilde 104.054 bp uzunlugunda Up ve
9548 bp uzunlugunda Us olmak iizere iki ana sekanstan olusmaktadir. Ayrica Ug’yi
cevreleyen 12109 bp uzunlugunda IR ve TR boélgeleri bulunur ki bu tiir genom

organizasyonu D smifi genom olarak siiflandirilmaktadir (Delhon ve ark. 2003).
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BHV-5 genomu, yaklasik 137 kilobaz biiyiikliiglinde cift iplikli linear yapida,
%75 oraninda G+C bazlarindan olusan DNA molekiiliidiir. BHV-5 genomunda 72
gen kodlanmakla birlikte 68’1 Uy ve Ug bolgelerinde (60 Ur/ 8 Us) kodlanirken, 2’si
tekrar bolgeleri (TR/IR) tarafindan agiklanir. BHV-5 ve BHV-1 genomlar1 tarafindan
kodlanan proteinlerin amino asit yapilar1 karsilastirildiginda %82 oraninda benzerlik
oldugu belirlenmistir (Delhon ve ark. 2003). En fazla amino asit benzerligi gosteren
genlerin (= %95) viral DNA replikasyonu ve virion proteinlerinin agiklanmasinda
gorevli olan Ur5, Ur48, Ur39, UL19 (VPS), UrLl4, Ur29 ve UrLl5 oldugu tespit
edilmistir (Del Medico Zajac ve ark. 2010). Bunun yaninda daha az benzerlik
gosteren gen sekanslarm (< %75) viral patogenez, viriis-hiicre etkilesimi ve viral
replikasyonda gorevli Ur44 (gC), Ur3, BICP4, Ui 24, Us8 (gE), ULll, Ur49, Us4
(gG), BICPO U;3.5, LR ORF2, Us2 BICP22, UL0.7 oldugu belirtilmistir. BHV-5
genomunda kodlanarak virionun hedef hiicreye tutunmasi, girisi, flizyon ve
sacilmadan sorumlu, viriilenste 6nemli rol oynayan glikoproteinler; gK (Up53), gC
(Ur44), gB (Ur27), gH (Ur22), gM (UL10), gL (UL1), gG (Us4), gD (Us6), gl (Us7)
ve gE (Us8)’dir (Delhon ve ark. 2003).

BHV-5’in kodladig1 protein ve genlerden; gC (Chowdhury 1995), gD
(Abdelmagid ve ark. 1995), gG (Engelhardt ve Giinther 1996), gH (Meyer ve Thiry
1999), gE ve Us9 (Chowdhury ve ark. 2000, Chowdhury ve ark. 2002) BHV-1 ile
benzerlikleri yoniinden bir¢ok arastirmaci tarafindan analiz edilmistir. Her iki viriis
arasinda %385 genetik benzerlik (Chowdhury 1995) ve %82 oraninda amino asit
benzerligi oldugu bildirilmistir (Delhon ve ark. 2003). BHV-5 ve BHV-1 arasinda
yapilan genetik ve antijenik benzerlik caligmalari, enfeksiyonlarm tanisi, agilama ve
eradikasyon programlarmin gelistirilmesi i¢in onemlidir (Del Médico Zajac ve ark.
2006). BHV-1 ve BHV-5"in en onemli 3 zar glikoproteini olan gB, gC ve gD’nin
yapilan monoklonal antikor testleri sonucu ¢esitli farkliliklar oldugu tespit edilmistir.
gB ve gD sekans dizilerine dayali filogenetik calismalarda BHV-1 ve BHV-5
arasinda yakm iligki gosterilmistir (Ros ve Belak 1999). Bununla birlikte her iki
viriiste bulunan gC’nin en farkli dizilime sahip olan gen bdlgesi oldugu rapor

edilmistir (Collins ve ark. 1993, Chowdhury 1995).
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Replikasyon siklusunda alfaherpesviriislerin  virion yapist IE genlerin
aciklanmasi aktive eder. Bu genler E ve L genlerin aktivasyonunda gorevlidir (Favier
ve ark. 2012). BHV-5 IE proteinleri (bICPO, bICP4 ve bICP22) en az degisiklik
gosteren yapilardir. LR geni alfaherpesviriislerde latentlik ve reaktivasyon ile ilgili
onemli gorevleri bulunmaktadir (Jones 2003). Hiicre kiiltiirinde BHV-1 ve BHV-5
benzer morfolojik ve sitopatik etkiler yaparlar. Bunun yaninda BHV-1’e gore BHV-
5’in hiicre kiiltiirtinden izolasyonu son derece zordur (d'Offay ve ark. 1995, Cascio
ve ark. 1999). Bunun en 6nemli nedeninin doku 6rneklerinde viral titrenin ¢ok diisiik

olmasindan kaynaklandig: bildirilmektedir (Belknap ve ark. 1994).

1.5.2. Epidemiyoloji

BHV-5 i¢in dogal konake1 sigirlardir. Alt1 ayliktan biiyiik geng sigirlarin enfeksiyona
cok duyarli oldugu, enfeksiyondan sonra Oliim sekillenebildigi rapor edilmistir
(Schudel ve ark. 1986). Yetiskin sigirlar ise BHV-5 enfeksiyonlarina daha az
duyarhdir. Latent enfekte sigirlar, reaktivasyon sonrasi dogal enfeksiyon rezervuari
durumundadr. Bunun yaninda BHV-5’e spesifik antikorlarin dogal enfeksiyon
sonucu koyunlarda varligi rapor edilmistir (Lindner ve ark. 1993a, Lindner ve ark.
1993b). Deneysel BHV-5 enfeksiyonlar1 sonucu koyun ve kegilerin BHV-5’e duyarh
olduklar1 bildirilmistir. Koyun ve kegilerde akut ve latent enfeksiyonlarin olusumu
belirlenmistir (Belak ve ark. 1999, Diel ve ark. 2007). Latent enfekte koyun ve
kecilerde yapilan deksametazon uygulamasi sonucu reaktive olan viriisiin koyunlarda
tekrardan akut enfeksiyona neden oldugu rapor edilmistir (Silva ve ark. 1999).
Yapilan ¢alismalar koyun ve kegilerin de BHV-5 i¢cin potansiyel rezervuar
olabilecegi bildirilmesine ragmen, bu tiirlerden sigirlara bulagsmanin gergeklesip
gerceklesmedigi konusunda heniiz bir ¢alisma yapilmamistir. Tavsanlarda, deneysel

BHV-5 enfeksiyonu meydana gelmektedir (Chowdhury ve ark. 1997). Farelerin hem
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BHV-1’e hem de BHV-5’¢ direngli oldugu, bunun yaninda transgenik farelerde her
iki viriis ile enfekte edildigi rapor edilmistir (Abril ve ark. 2004).

BHV-5 enfeksiyonlar1 diinyanin pek ¢ok yerinde sporadik salginlar halinde
goriilmektedir. Morbidite %15-50 arasinda degisirken, mortalite %100’e yakindir.
BHV-5 enfeksiyonu Avusturalya (French 1962, Johnston ve ark. 1962, Gardiner ve
Nairn 1964), Macaristan (Bartha ve ark. 1969), Amerika (Eugster ve ark. 1974),
Italya (Moretti ve ark. 1964), Arjantin (Carrillo ve ark. 1983b, Schudel ve ark. 1986,
Maidana ve ark. 2011), Brezilya (Salvador ve ark. 1998, Riet-Correa ve ark. 2006)

gibi tlilkelerde rapor edilmistir.

Ulkemizde BHV-5 ile literatiire kayith heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ilerleyen dénemlerde yapilacak genis kapsamli ¢alismalar sayesinde farkli bolgelerde

BHV-5’in varliginin belirlenerek literatiirdeki boslugun giderilmesi gereklidir.

1.5.3. Patogenez ve Patoloji

BHV-5’in neden oldugu ensefalitisin patogenezi tam olarak aydinlatilamamustir.
BHV-5 ve BHV-1, intranazal inokulasyonu takiben olusan primer enfeksiyon
sonrasinda solunum yolu mukozasi girisinde replike olmaya baslar. En yliksek
miktarda viral yiikiin enfeksiyondan sonra 4-6. giinlerde oldugu bildirilmistir (Bagust
ve Clark 1972, Meyer ve ark. 2001). Primer enfeksiyonu takiben BHV-5’in viicutta
yayilmas1 BHV-1’e benzer olarak; lokal yayilma, ndronal yayilma ve viremi ile
sistemik yayilmadwr. Lokal yayilma hiicre arasi sivilardaki viriislerin duyarh
hiicreleri enfekte etmesi ve direkt hiicre-hiicre aracili viriis yayilmasi: seklinde
gerceklesir. Viremi ile gelisen sistemik enfeksiyon sonrasinda viriis varligma
karaciger, bobrekler ile l6kositlerde rastlanmistir (Belknap ve ark. 1994, Engels ve
Ackermann 1996). Nazal epitelyum hiicrelerinde viral replikasyondan sonra BHV-5

olfaktor sinir hicreleri ve maksillar sinir hiicre sonlarini enfekte eder. Virusiun
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merkezi sinir sistemine yerlesmesi iki sekilde gerceklesir. Bunlar olfaktér mukozay1
uyaran aksonlarin enfeksiyonu ve trigeminal sinir hiicrelerinin enfeksiyonu seklinde
gerceklesir. Trigeminal sinir hiicrelerine yerlesen viriis, enfeksiyondan yaklasik 5-7
glin sonra trigeminal gangliyonda mikroskobik degisikliklere neden olur
(Chowdhury ve ark. 1997, Lee ve ark. 1999, Perez ve ark. 2002). Merkezi sinir
sistemine yerlesen virlis enfeksiyondan 8-10 giin sonrasinda Gliimciil
meningoensefalite neden olurken, bazi vakalarda subklinik veya latent enfeksiyon
seklinde goriilir (Meyer ve ark. 2001, Perez ve ark. 2002). Enfeksiyonu atlatan
hayvanlarda viriis, hayat boyu sensor gangliada latent kalir ve uygun sartlar altinda
reaktive olarak periferal dokularda tekrar enfeksiyon sekillenir. Alfaherpesviriisler de
okiiler, nazal ve oral enfeksiyondan sonra viriis, trigeminal ve sensor sinir
ganglionlarinda latent kalir (Perez ve ark. 2002). Stres faktorleri veya
glikokortikosteroid uygulamalar1 sonucu latent enfekte hayvanlarda viriisiin
reaktivasyonu gercgeklesir. Replike olan viriis tekrardan sacilarak duyarl hayvanlari
enfekte eder (Vogel ve ark. 2003). BHV-5 DNA’s1 latent enfekte hayvanlarda
merkezi sinir sisteminin koku alma korteksi, serebellum, talamus, orta beyin ve pons
bolgelerinde tespit edilmistir. Ayrica nazal ve trakeal mukoza BHV-5 latentliginin
goriildigi diger bolgelerdendir (Meyer ve ark. 2001, Perez ve ark. 2002, Vogel ve
ark. 2003). Deksametazona bagli uyarim ile reaktive olan BHV-5 DNA’sina akut
enfeksiyon baslayan hayvanlarda 6n korteks, medulla oblongata ve servikal medulla

bolgelerinde rastlanir (Vogel ve ark. 2003).

Gentital kanalin enfeksiyonu dogal asim ve suni tohumla uygulamalar1 sonucu
olusabilmektedir (Turin ve ark. 1999). BHV-1’in genital sistem {izerine etkisi
ineklerde vulvovaginitis ve bogalarda pustuler balanopostitis seklinde goriilmektedir.
Balanopostitis sperm kalitesini diistirdiigii gibi, BHV-1 ile kontamine sperma ile
gebe kalan ineklerde endometritis yaninda abortlar ve infertilite vakalar
goriilmektedir (Elazhary ve ark. 1980, van Oirschot 1995). Yapilan farkh
arastirmalarda spermada BHV-5’in varlig1 tespit edilerek rapor edilmistir (Gomes ve
ark. 2003, Kirkland ve ark. 2009, Diallo ve ark. 2010, Souza ve ark. 2011). BHV-5
ile enfekte boganin spermasi kullanilarak yapilan suni tohumlama sonucu ineklerde
vulvovaginitise, dol tutmama ve venereal hastaliga neden oldugu rapor edilmistir

(Kirkland ve ark. 2009). Deneysel olarak yapilan calismada, BHV-5 DNA’s1
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spermatozoitin kuyruk ve akrozomal bolgesinde belirlenmistir (Silva-Frade ve ark.
2010b). Yapilan in situ hibridizasyon sonucu BHV-5’in oositlerin kiimiiliis
hiicrelerini ve embriyonun i¢ hiicrelerini enfekte ettigi bildirilmistir (Silva-Frade ve
ark. 2010a). Abort vakalarinda BHV-5’in rolii, BHV-1’e gore heniiz tam olarak
incelenmemistir. Son dénemde yapilan ¢caligmalarda BHV-5 varlig1 aborte fotusun
merkezi sinir sisteminde tespit edilmistir. Boylece BHV-5’in abort vakalarma neden

olabildigi ortaya konulmustur (Salvador ve ark. 1998).

BHV-5’in meydana getirdigi makroskobik patolojik degisiklikler beyinde;
paransimal dokunun yumusamasi, beynin 6n ve yan bolgelerinde fokal kanamalar ile
ponsta ve beynin sol lobunda kanama odaklari ile karakterizedir. Solunum sisteminde
goriilen makroskobik degisiklerin nazal konjesyon, farenks ve larenks mukozasinda
konjesyon ve petesiyel kanamalar oldugu bildirilmistir (Carrillo ve ark. 1983a, Perez
ve ark. 2002). BHV-5 kaynakli mikroskobik lezyonlar yaygin irinli olmayan
meningitis, noronofaji, satelitozis, fokal ve daginik gliozis, hemorajiler, ndéronal
nekrozlar ve dejenerasyon ile karakterizedir (Belknap ve ark. 1994, Meyer ve ark.
2001). Bazi vakalarda ndron ve astrositlerde inkliizyon cisimleri varligi rapor

edilmistir (Carrillo ve ark. 1983b).

1.5.4. Klinik Belirtiler

BHV-5 enfeksiyonu meydana gelen hayvanlarda ilk olarak depresyon, anoreksi ve
halsizlik semptomlar1 gézlenmektedir. Enfeksiyondan yaklasik 5 giin sonra yiiksek
ates, koordinasyon kaybi, korliik, kaslarda titreme, kendi ekseni etrafinda dénme,
basimni bir yere dayama, yere uzanma gibi ndrolojik bozukluklar ardindan ¢irpinma ve
olim goriliir (Bartha ve ark. 1969). Norolojik semptomlar viriis susuna, hayvanin

yasina ve immiinolojik direncine bagli olarak enfeksiyondan sonra ortalama 8-13 giin
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sonra goriilmeye baslarken, 6liim klinik semptomlarin baslangicindan yaklasik 2-5
glin sonra meydana gelir. Deneysel BHV-5 enfeksiyonlar1 bazi hayvanlarda
subklinik seyretmesine ragmen, genellikle ensefalitis sekillenen hayvanlarda 6lim

goriilmektedir (Cascio ve ark. 1999, Vogel ve ark. 2003).

BHV-5’in gebe sigirlarda abortlara neden oldugu ve atik fotusta BHV-5
varlig1 yapilan caligmalar ile belirlenmistir (Salvador ve ark. 1998). Bunun yaninda
BHV-5’in ineklerde vulvovaginitis, dol tutmama ve venereal hastalik semptomlarina
neden oldugu rapor edilmistir (Kirkland ve ark. 2009). BHV-5 kaynakli meydana
gelen solunum sistemi semptomlar1 genelde smirli ve hafif seyirli olmaktadir.
Yapilan deneysel enfeksiyonlarda viriisiin intranazal inokulasyonu sonucu nazal ve
okiiler akmt1 ve aksirik seklinde hafif semptomlar goriiliir (Meyer ve ark. 2001,

Perez ve ark. 2002, Del Médico Zajac ve ark. 2006).

1.5.5. immiinite

BHV-5 enfeksiyonlar1 ardindan meydana gelen immiin cevabin agiklanmasi ig¢in
yapilan ¢ok az sayida calisma mevcuttur. BHV-1 ile BHV-5 arasindaki benzerlik g6z
oniine alinarak, iki virlisiin konak¢1 immiin sistem mekanizmasini benzer sekilde
uyardigr sonucu ¢ikarilmaktadir (Del Medico Zajac ve ark. 2010). BHV-1
enfeksiyonlarinda, enfekte olan hayvanlarda dogal immiin yanit1 takiben
enfeksiyondan 5 giin sonra kazamilmis immiin yanit gelisir. CD4™ ve CD8’
lenfositlerin uyarilmasi ile en yiiksek immiin cevap etkinligi enfeksiyondan sonra 10
giin icerisinde gozlenir (Denis ve ark. 1994, Babiuk ve ark. 1996). Hiimoral immiin
yanit enfeksiyondan yaklasik 10 giin sonra meydana gelir. BHV-1’e spesifik
antikorlar hiicre dig1 viral partikellerin nétralizasyonunda ve antikora bagli hiicre

aracilt sitotoksisitede gorev alir. Bunun yaninda antikorlar sekonder enfeksiyonlarin
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onlenmesi ve latent virlisiin reaktivasyonunun smirlandirilmasinda goérevlidir

(Romera ve ark. 2001).

Yapilan deneysel ¢caligmalarda BHV-5 ile enfekte sigirlarda lenfoproliferatif
cevabin enfeksiyondan 7-14 giin sonra meydana geldigi bildirilmistir. Bunun yaninda
total serum antikorlar1 12. giinden itibaren goriilirken, IgA ve IgG; nazal
sekresyonda tespit edilir. Notralizan antikorlar ise ilk olarak enfeksiyondan 14 giin

sonra belirlenmektedir (Meyer ve ark. 2001, Perez ve ark. 2002).

1.5.6. Teshis

1.5.6.1. Klinik Teshis

BHV-5 enfeksiyonu icin klinik teshis zor olmakla birlikte, enfekte hayvanlarda
meydana gelen depresyon, ates, halsizlik, koordinasyon kaybi, kaslarda titremeler,
dislerini gicirdatma, kendi ekseni etrafinda donme, korliikk, basini bir yere dayama
gibi norolojik bozukluklar ile nazal akintilar, laringeal mukozada kanamalar ve
bronkopnémoni BHV-5 varligimi diisiindiirebilir (Belknap ve ark. 1994, Rissi ve ark.
2008). Oliim sonras1 gézlenen beyin dokusundaki paransimal dokuda yumusamalar,
beynin 6n ve yan taraflar1 ile ponsta ve sol periferal lobta kanamalar BHV-5
yoniinden degerlendirilmesi gereken klinik semptomlardir (Perez ve ark. 2002). Yine
de 6zellikle BHV-1 ile antijenik ve genetik benzerligi géz 6niine alindiginda BHV-5

icin daha spesifik tani testleri uygulanmasi gereklidir.
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1.5.6.2. Laboratuvar Teshisi

1.5.6.2.1. Antijen Teshisi

BHV-5 varligmm tespiti ve neden oldugu enfeksiyonun belirlenmesi i¢in siipheli
hayvanlardan alinan nazal ve g6z akintilari, kan, serebrospinal sivilar, sperma ve
postmortem doku ornekleri kullanilabilir. Viriis izolasyonu i¢in MDBK hiicre hatt1
kullanilabilmektedir. BHV-5’in enfekte beyin dokusundan izolasyonu BHV-5’in
yavas c¢ogalan suslar1 varliginda ge¢ cpe gostermesi nedeni ile kolaylikla
gerceklestirilememektedir. Ayrica buzagilarda beyin dokusundan BHV-5’in
izolasyonu intranazal inokulasyondan sonra 6-8. ve 11. glinlerde gerceklestirilirken
28. glinde basarili olunamamistir (d’Offay ve ark. 1995, Meyer ve ark. 2001). BHV-5
ile enfekte buzagilarda akciger, bobrek ve nazal mukozada 9-14. giinlerde izolasyon
gergeklestirirken, ovaryum, karaciger ve mezenterik lenf yumrularidan viriis izole
edilememistir. Bir baska calismada farelerde deneysel BHV-5 enfeksiyonu sonucu,
virlis izolasyonu enfeksiyondan sonra 4-6. gilinlerde sadece koku soganciginda
(olfactory bulb), 8-9. giinlerde beynin pek ¢ok bdlgesinden (anteriyor-posteriyor
korteks, hipokampus, amigdala) izole edilebilmistir. Ayni ¢alismada 2-12. giinlerde
serebellum ve trigeminal gangliyonlardan BHV-5 izole edilemedigi rapor edilmistir
(Lee ve ark. 1999). Viriis izolasyonunda 37°C’de 7 giinliik inkubasyon periyodunda
cpe yoniinden kontrol edilmektedir. Bu siirede yapilacak 3 pasajlamada cpe
olusturmayan oOrnekler negatif olarak degerlendirilmektedir (Isernhagen ve ark.

2011).

Enfeksiyona neden olan BHV-5 ile %85 oraninda genetik benzerlik gosteren
BHV-1"in ayriminda; restriksiyon enzim analizi (D’Arce ve ark. 2002), spesifik
monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan immunfloresans (Keuser ve ark. 2004),
gB, gC ve gD bolgelerini hedef alarak dizayn edilen primer ¢iftleri kullanilan
konvansiyonel PZR, nested PZR (Ashbaugh ve ark. 1997, Ros ve Belak 1999) ve
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multipleks PZR (Claus ve ark. 2005) ile viral yiikiin belirlenebildigi multipleks real
time PZR (Diallo ve ark. 2011) uygulamalar1 kullanilmaktadir.

1.5.6.2.2. Antikor Teshisi

Antijen yapilar1 yakmlik gosteren BHV-5 ve BHV-1 suslarmin benzer epitoplari
acikladig1 belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarda kullanilan monoklonal antikorlarin
her iki virliste ortak epitoplar1 taniyabildigi anlasilmistir (D’Arce ve ark. 2002).
Serum notralizayon ve ELISA testleri ile her iki virlise karst olusan spesifik
antikorlar paralellik gostermektedir. BHV-1 teshisinde kullanilan indirekt ELISA ile
BHV-5 spesifik antikorlarin teshis edildigi ve ¢apraz notralizan antikorlarm her iki

enfeksiyonda olustugu tespit edilmistir (Meyer ve ark. 2001).

Serumda BHV-5’e¢ spesifik antikorlarin indirekt teshisinde, BHV-1 gB
bloklanmig ELISA (gB blocking ELISA) kullanildiginda capraz reaksiyon verdigi,
BHV-1 gE ELISA kullanilmas: halinde herhangi bir ¢apraz reaksiyon gézlenmedigi
ve BHV-5 ile BHV-1’in serolojik olarak ayrimmin yapilabilecegi bir tani testi oldugu
bildirilmistir (Wellenberg ve ark. 2001a).

1.5.7. Korunma ve Kontrol

BHV-5 enfeksiyonlarinin sinirli cografik dagilimi ve sporadik yayilim ozellikleri
nedeni ile literatiirde az sayida asi calismast mevcuttur. Yapilan caligmalarda

genellikle BHV-1 icin gelistirilen asilarin BHV-5’e karst ¢apraz koruma
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olusturmadaki etkinligi arastirilmustr. Inaktif BHV-1 asilar1 ile sigirlarin
bagisiklandirilmasi sonucu BHV-5 viral replikasyonuna ve enfeksiyonda meydana
gelen norolojik bozukluklara karsi korunma saglandigi belirlenmistir (Del Médico
Zajac ve ark. 2000).

Kolostrum ile alinan BHV-1 antikorlarinin BHV-5’in neden oldugu nérolojik
etkilerine karsi koruyucu etkisi oldugu, buna ragmen BHV-5 latentligine etkisinin
bulunmadig rapor edilmistir (Belknap ve ark. 1994). BHV-1 gE(-) asilarin BHV-5
enfeksiyonlarinda etkinligi arastirildiginda sigirlarda tam koruma saglamadigi tespit
edilmistir. Buna ragmen saha kosullarinda BHV-5 salgmlar1 meydana geldiginde
BHV-1 asilarinin kullanilmasinin yararli olabilecegi bildirilmistir (Spilki ve ark.

2004b).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.  Orneklenen Hayvanlar

Tez kapsaminda kullanilan ornekler; Ankara (39°56 N; 32°52' E; rakim: 870 m),
Corum (39°14' N; 38°27' E; rakim: 810 m), Kirikkale (39°50' N; 33°31' E; rakim:
700 m) ve Yozgat (39°50 N; 34°48' E; rakim: 1418 m) illerinde bulunan sigir
isletmelerinde yetistirilen 15 aylik yastan biiyiik ineklerden rastgele Ornekleme
metodu ile toplandi. Arastirilan viral ve bakteriyel etkenlerin varliginin tespit
edilerek, etkilerinin anlasilabilmesi i¢in isletme sahibi yetistiricilere abort yapmis ve
dol tutmama sorunu olan inekler sorularak, Ornekleme bu hayvanlardan

gerceklestirildi.

Dort ilde bulunan sigir isletmelerinden toplam 656 inekten alinan ornekler,
analizler swrasinda meydana gelebilecek karisikliklarin 6nlenmesi i¢in kodlamalar

yapilarak kayit altina alindi1 (Cizelge 2.1; Sekil 2.1).

Cizelge 2.1. Iller bazinda 6rnek toplanan sigir sayilari

1A Ornek Toplanan Sigir Sayisi
KIRIKKALE 390
ANKARA 91
YOZGAT 89
CORUM 86
Toplam 656
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inkkale
(n=390)

Ankara
(n=91)

Sekil 2.1. Tez kapsaminda 6rnekleme yapilan iller ve toplanan drnek sayilari

2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Tez kapsaminda 4 ilden toplam 656 sigirdan tam kan Ornekleri EDTA’l1 negatif
basingl 9 ml’lik steril tiiplere (Green Vac-tube®, Kore), serum elde edilmesi i¢in kan
6rnekleri 10 ml’lik antikoagulansiz steril serum tiiplerine (Vacutest”, italya) alindu.

Ornekler soguk zincirde (+4°C) laboratuvara tagmnd.

Tam kan 6rneklerinden plazma elde edilmesi i¢in; EDTA’1 negatif basingli 9
ml’lik steril tiiplere alinmis kan Ornekleri, 3000 rpm devirde 10 dakika santrifiij
(Eppendorf®, 5417R, Almanya) edildi. Santrifiij sonras1 ayrilan plazma mikropipet
(Eppendorf®, Acura825) yardmuyla eppendorf tiiplere alind1 ve kullamilmak tizere
derin dondurucuda (-20°C) saklandi.

Serum elde edilmesi i¢in; antikoagulansiz serum tiiplerine aliman kan

ornekleri 3000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan
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serum, mikropipet yardimiyla eppendorf tiiplere alinarak, kullanilincaya kadar -

20°C’de derin dondurucuya kaldirild1.

2.3. Tam Kan Sayim

Ankara, Corum, Kirikkale ve Yozgat illerinde 656 inekten toplanan tam kan
orneklerinden 383’1, arastirilan etkenlerin hematolojik degerler lizerine etkilerinin
belirlenmesi i¢in kullanildi. Bu Ornekler i¢inde rose bengal ve serum tiip
agliitinasyon testleri ile Brucella pozitif tespit edilen 23’1 6rnekleme dis1 birakildi.

(Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. Iller bazinda hematolojik parametreleri analiz edilen s1gir sayilari

Hematolojik Parametrelerin Hematolojik Parametrelerin
iI1Adr Analizi I¢in Kullamlan Analizinde Kullanilan ve Brucella
Tam Kan Sayisi Negatif Tam Kan Sayisi

KIRIKKALE 211 199

ANKARA 0 0

YOZGAT 86 76

CORUM 86 85

Toplam 383 360

Toplanan tam kan 6rnekleri MS9-3 hemogram cihazinda (Melet Schloesing
Labarotoires”, Fransa) analiz edildi. Yapilan analiz ile 16kosit sayisi (white blood
cells/yWBC), monosit yiizdesi (MON%), monosit sayist (MON#), lenfosit ylizdesi
(LYM%), lenfosit sayis1 (LYM#), notrofil graniilosit ylizdesi (N.GR%), nétrofil
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graniilosit sayis1 (N.GR#), alyuvar sayis1 (red blood cell/RBC), eritrositlerin ortalama
biliyiikligli (mean corpuscular volume/MCV), hematokrit yiizdesi (HCT),
eritrositlerdeki ortalama hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular hemoglobin
concentration/MCHC), ortalama hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular
hemoglobin/MCH), hemoglobin (Hgb), trombosit hacmi (mean platelet
volume/MPV), trombosit (platelet/PLT) degerleri olctildii (Gazyagct ve ark. 2001,
Sarikaya ve ark. 2011).

2.4.  Brucella Teshisinde Kullanilan Serolojik Testler

2.4.1. Rose Bengal Pleyt Testi

Elde edilen kan serumu Orneklerinde Brucella tirleri (B.abortus, B.melitensis ve
B.suis) i¢in spesifik olan IgG'lerin varliginin belirlenmesi i¢in rose bengal pleyt test
(RBPT) antijeni (Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi Miudirligi, Tiirkiye)
kullanilarak test gerceklestirildi. RBPT antijeni, agliitinasyon yetenegi standart anti-
Brucella abortus serumla standardize edilerek, B.abortus S99 susu ile hazirlanarak
rose-bengal ile boyanmis 6li bir siispansiyondur. Test, liretici enstitiiniin onerdigi
prosediire gore yapilarak degerlendirildi. Bu islem kisaca; test edilecek siipheli
serumlar ve test antijeni oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi. 1 damla (0.03 ml)
antijen beyaz fayansin iizerine damlatildi. Bir damla serum, antijenin uzagma olmak
iizere ayni fayansm iizerine damlatildi. Antijen ve serum bir kiirdan vasitasi ile
karstirildiktan sonra bir dakika kadar rotasyon hareketi ile hareket ettirildi.

Reaksiyon dort dakika icinde degerlendirildi.
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Reaksiyon degerlendirilirken pozitiflik; iri taneli agliitinasyon olusumu, zay1f
pozitiflik; hafif ince taneli agliitinasyon olusumu, negatiflik; karisimda degisiklik

olmamasinin ¢iplak gbzle goriilmesi ile belirlendi.

2.4.2. Serum Tiip Agliitinasyon Testi

RBPT ile pozitif olarak tespit edilen 6rneklerde antikor titresinin belirlenmesi amact
ile serum tiip agliitinasyon testi (STAT) antijeni (Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
Miidiirligi, Tiirkiye) kullanildi. Brucella tiip agliitinasyon test antijeni, B.abortus
S99 susu ile hazirlanan ve standart Anti-B. abortus serum ile standardize edilerek,
smooth Brucella enfeksiyonlarinin (B.abortus, B.melitensis ve B.suis) teshisinde
kullanilan 6L bir antijendir. Test {iretici enstitiiniin 6nerdigi prosediire gore yapilarak

degerlendirildi.

Serum diliisyonu i¢in 6 adet temiz cam tiip (13-14 mm x 100 mm) alinarak %
0.5 fizyolojik tuzlu sudan (FTS) birinci tiipe 0.8 ml ikinci ve diger tiiplere 0.5'er ml
konuldu. Birinci tiipe muayene edilecek olan serumdan 0.2 ml ilave edildi ve iyice
karistirildiktan sonra 0.5 ml karisim pipet ile almarak ikinci tiipe aktarildi. Bu
sulandirma islemine son tiipe kadar devam edildi ve son tiipten 0.5 ml alinarak
bosaltma kabina atildi. Bu sekilde serum diliisyonlar1 1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 ve
1/160 haline getirildi. Her tiipe 0.5 ml standart Brucella agliitinasyon antijeni ilavesi
ile serum antijen karisim oranlar1 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/320 olacak
sekilde hazirlandi. Kontrol olarak temiz bir tiip i¢erisine 0.5 ml FTS ve 0.5 ml tiip
agliitinasyon testi antijeni eklendi. Tiipler 37°C’de 17-24 saat inkiibasyonun ardindan

degerlendirildi.

Reaksiyonlarin  okunmasinda g6z aldanmalarint o6nlemek ve hataya

diismemek icin her muayenede pozitif ve negatif kontrol gruplar: kullanildi. Tiipiin
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dibini kaplayacak bi¢cimde dantela tarzinda kiimelesme ve tiliplin {ist sivisinda
berraklagsma olan tiipler pozitif olarak kabul edildi. Negatif ve kontrol tiiplerde
homojen bulanikligin oldugu gozlendi. Sonuclar degerlendirilirken hayvanlarin asi
gecmisleri anamnez olarak yetistiricilerden 6grenilmis olmasina ragmen hata oranini
diisiirmek icin 1/80 ve iizeri titre diizeyi pozitif olarak kabul edildi (Ongér 1999,
Apan ve ark. 2007).

2.5. ELISA

2.5.1. Antikor ELISA

Toplanan kan serum 6rneklerinde BVDV, BHV-1 ve BHV-4’¢ kars1 olusan spesifik
antikorlar, her bir etken icin gelistirilmis ticari antikor ELISA kitleri ile test edildi.

BVDV’ye kars1 spesifik antikorlarin tespiti icin BVDV total antikor (Ab)
ELISA test kiti (IDEXX Laboratories, USA, Katalog No: 99-44000) kullanild1. Test
lireticinin 6nerdigi prosediire gore yapilarak, degerlendirildi. Ornek sulandirma
soliisyonundan 100 pl tiim kuyucuklara ilave edildi. Negatif ve pozitif kontrollerden
25 pl belirlenmis kuyucuklara ilave edildi. Geriye kalan kuyucuklara test serum
orneklerinden 25 pl eklendi. Pleytin, 90 dakika oda sicakliginda (ortalama +21°C)
inkiibasyonu sonrasinda yikama islemi icin pleyt icerigi bosaltildi ve kuyucuklar 300
ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Tiim kuyucuklara 100’er pl enzimle isaretli
konjugat eklenip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Yikama asamasi
tekrarlanarak, tiim kuyucuklara 100’er pl tetramethylbenzidine (TMB) substrat
eklendi. Pleyt 151k almayan bir ortamda 10 dakika oda 1sisinda bekletildi ve
reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 100°er pl durdurma soliisyonu (H>SOj4

0.5M) ilave edildi. Pleytler ELISA okuyucuya (Seac”, Sirio S, italya) yerlestirildi ve
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OD-450 (450nm) de okutularak degerlendirildi. Her bir 6rnek icin OD ortalama
degeri [S/P =S-N/P-N] formiiliine gére hesaplandi [S=Ornek OD (450), N= negatif
kontrol OD (450), P= pozitif kontrol OD (450)]. Buna gore serum Ornekleri i¢in
hesaplanan S/P oran1 0.30’a esit ve bliyiik ise pozitif, 0.30’dan kiiciik, 0.20’ye esit ve
biiytik ise siipheli, 0.20’den kiigiik ise negatif olarak belirlendi.

BHV-1’e kars1 spesifik antikorlarin tespiti ve bu antikorlarin asilamaya ya da
vahsi tip viriis ile enfeksiyona bagh olup olmadigmin ayirimmin yapilabilmesi i¢in
Herdchek IBR gE Ab ELISA test kiti (IDEXX Laboratories, USA, Katalog No: 99-
09537) kullanild1. Test iireticinin 6nerdigi prosediire gore yapilarak, degerlendirildi.
Serum Ornekleri ve kontroller, O6rnek sulandirma soliisyonu ile 1:2 oraninda
sulandirildi. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve serum orneklerinden 100 pl
belirlenmis kuyucuklara ilave edildi. Pleytler 18-24 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Yikama basamaginda pleyt icerigi bosaltildiktan sonra
kuyucuklar 300 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi. Sonrasinda tiim kuyucuklara
100’er pl horse radish peroksidaz (HRPO) enzimle isaretli anti-BHV-1gE konjugat
eklenip, 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Yikama asamasi ii¢ kez tekrarlanarak,
tim kuyucuklara 100’er pl TMB substrat eklendi. Pleyt 1sik almayan bir ortamda 15
dakika oda 1sisinda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 100’er pl
durdurma soliisyonu (H,SO4 0.5M) eklendi. Pleyt, ELISA okuyucuya (Biotek,
Powerwave XS2, U.S) yerlestirilerek 650nm (OD-650)’de okutuldu. Degerlendirme,
her bir &rnek icin iiretici firmanin dnerdigi [S/N degeri=Ornek OD(650)/Negatif
Kontrol OD(650)] formiilasyonu kullanilarak yapildi. Buna gore oOrnekler igin
hesaplanan S/N degerleri; 0.60°dan kiiciik veya esit ise pozitif, 0.60’dan fazla,
0.70’den kiiciik veya esit ise stipheli, 0.70’den biiyiik ise negatif olarak belirlendi.

BHV-4’¢ kars1 olusan spesifik antikorlarin tespiti igin BHV-4 Ab ELISA test
kiti (BIO-X Diagnostics, Belgika, Katalog No: BIO K 263/2) kullanildi. Test, iiretici
firmanin 6nerdigi prosediire gore uygulanarak, degerlendirildi. Serum O6rnekleri ve
kontroller 6rnek sulandirma solusyonu ile 1:100 oraninda sulandirildi. Negatif,
pozitif kontrol ve serum Ornekleri 100 pl olarak kuyucuklara eklendi. Pleyt
aliminyum folyaya sarilarak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Yikama

basamaginda, pleyt icerigi bosaltilarak 200 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikandu.
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Tiim kuyucuklara 100’er pl, 1:50 oraninda sulandirilmis HRPO enzimle isaretli anti-
mammalian-IgG konjugat eklenerek, 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Yikama
asamasi li¢ kez tekrarlanarak, tiim kuyucuklara 100’er ul TMB substrat eklendi ve
pleyt 151k almayan bir ortamda 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in her kuyucuga 50’ser pl durdurma soliisyonu (H3;PO4, 1M) eklendi.
Pleyt, ELISA okuyucuya (Seac”, Sirio S, italya) yerlestirilerek, 450nm (OD-450)’de
okutuldu. Degerlendirmede elde edilen OD degerleri i¢in 0.70 tizeri pozitif ve 0.30
alt1 negatif olarak belirlendi. Ayrica belirlenen pozitiflik degerlerinin
derecelendirilmesi amaci ile her bir Ornek i¢in {retici firmanmn Onerdigi
[Y%Deger=Ornek OD(450)*100/Pozitif Kontrol OD(450)] formiilasyon kullanildi.
Buna gore ornekler i¢cin hesaplanan deger %30’dan biiyiik %60’a esit ve kiiciik ise
(+), %60’dan biiylik %90’a esit ve kiiglik ise (++), %90’dan biiyiik %120’ye esit ve
kiigiik ise (+++), %120°den biiyiik %150’ye esit ve kiiclik ise (++++), %150°den

biiytik ise (+++++) olarak degerlendirildi.

2.5.2. Antijen ELISA

BVDV NSP 2-3 (P80) ve EO(gP48) antijenlerinin belirlenmesi i¢in ticari antijen
ELISA kiti (PourQuier ELISA BVD/MD Antigen Mix Screening, Fransa, Katalog
No: P00623/06) kullanildi. Test kisaca; 1/10 oranda sulandirilan anti-EO/NSP2/3
antikor iceren dilusyon soliisyonundan her kuyucuga 50 pl, sulandirilan pozitif ve
negatif kontrollerden belirlenmis kuyucuklara 50 pl ve toplanan serumlardan her
kuyucuga 50 pl ilave edildi. Pleyt oda sicakliginda 90 dakika bekletildi ve yikama
soliisyonu ile 3 kez yikandi. Yikama islemini takiben enzim peroksidaz isaretli
konjugattan her bir kuyucuga 100 pl ilave edildi ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi ve 4 kez yikama islemi tekrarlanarak, her bir
kuyucuga 100 pl “revelation soliisyonu” (enzim substrat TMB) ilave edildi. Oda
sicakliginda karanlikta 20 dakika bekletildikten sonra, kuyucuklara 0.5M H,SO4
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durdurma soliisyonundan 100 pl ilave edildi. Kuyucuklardaki absorban degerleri

ELISA okuyucusunda 450nm’de okutularak sonuglar degerlendirildi.

Degerlendirme, her bir 6rnek i¢in {retici firmanin Onerdigi [%S/P
degeri={Ornek OD(450)-Negatif Kontrol OD(450)}/{Pozitif Kontrol OD(450)-
Negatif Kontrol OD(450)}*100] formiilasyonu kullanilarak yapildi. Buna gore
ornekler i¢cin hesaplanan %S/P degerleri; %25°ten kiiciik veya esit ise negatif,

%25 ten biiylik ise pozitif olarak belirlendi.

2.6. RNA izolasyonu

BVDV antikor ELISA ve antijen ELISA pozitif olarak tespit edilen sigirlara ait tam
kan Orneklerinden viral RNA izolasyonu “High Pure Viral RNA Kit” (Roche
Diagnostics, Almanya, Katalog No: 11 858 882 001) ticari RNA izolasyon Kkiti
kullanilarak gergeklestirildi. Bu islem kisaca; 200 pl tam kan 6rnegi 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Uzerine igerisinde poly (A) tasiyict RNA (tRNA)
bulunan baglayici soliisyondan 400 pl eklendi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
Elde edilen karisimm tamami “high pure filter” tiiplere aktarildi. 8000xg’de 15
saniye santrifiij ardindan, igerisinde filtrat bulunan toplama tiipleri degistirildi.
Uzerlerine PZR inhibitdrlerini ortamdan uzaklastirmak amaci ile kullanilan 500 pl
“inhibitor removal buffer” soliisyonu ilave edilip 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
Igerisinde filtrat bulunan toplama tiipleri yenileri ile degistirildi. Uzerlerine 450 pl
yikama soliisyonu eklenip 8000xg’de 1 dakika santriftij yapildi. Yikama basamagi
tekrarland1 ve ‘“high pure filter” tiipler temiz 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere
oturtuldu. Uzerlerine 50 ul “elution soliisyonu” eklenip 8000xg’de 1 dakika santrifii]
edildi. Elde edilen viral RNA kullanilincaya kadar -20°C’ye kaldirildi.
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2.7. Tersine Transkriptaz ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Elde edilen RNA’nin, cDNA’ya cevrilmesi i¢in tersine transkripsiyon (RT) islemi
gergeklestirildi. Bu amagla; 13 pl RNA 06rnegi, 1 pl random hekzamer primer
(Fermentas, Litvanya, Katalog No: #S0142) siras1 ile 90°C’de 20 saniye, 80°C’de 20
saniye ve 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 5 pl RT-Buffer (Fermentas,
Litvanya, Katalog No: #EP0441), 4 ul ANTPs 10mM (Fermentas, Litvanya, Katalog
No: #R0181), 1 ul RNAse inhibitorii (Fermentas, Litvanya, Katalog No: #E00381), 1
pul M-MLV RT polimeraz (Fermentas, Litvanya, Katalog No: #EP0441) eklendi.
Hazirlanan 25 pl’lik karisim 42°C’°de 1 saat ve takibinde 25°C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

RT sonrasi elde edilen cDNA’lar PZR i¢in template olarak kullanildi. BVDV
icin, 5 pl cDNA, 5 ul PCR buffer 5X: 200mM Tris-HCI1 (Fermentas, Litvanya,
Katalog No: #EP0402), 5 pul MgCl, 50mM, 1 pl Tag DNA polimeraz 5U/ul
(Fermentas, Litvanya, Katalog No: #EP0402), 5 ul dNTPs 1.25mM (Fermentas,
Litvanya, Katalog No: #R0181), 4 ul 324/326 primer miks 5 pmol (Cizelge 2.3), 25
ul deionize su, toplam karisim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Ilk round reaksiyon;
95°C’de 2 dakika, 95°C’de 45 saniye, 55°C’de 45 saniye, 72°C’de 45saniye ve
72°C’de 5 dakika, 32 siklus olarak gerceklestirildi. Elde edilen PZR fiirtini 1/5

oraninda sulandirildi ve ikinci round PZR i¢in template olarak kullanildi.

BVDV’nin farkli alt tiplerinin tespiti amaci ile ikinci round RT-PZR islemleri
sirast ile 1AF-1ABR, 1BF-1ABR ve B5-B6 primer ciftleri (Cizelge 2.3) kullanilarak
herbir 6rnek i¢in gerceklestirildi. Reaksiyonlar; 95°C’de 2 dakika, 95°C’de 30
saniye, 54°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10 dakika, 28 siklus
seklinde gerceklesti. Elde edilen PZR iiriinleri % 1’lik agarozda Tris-asetat-EDTA
(TAE) buffer igerisinde yiiriitiildii ve ultraviyole 151k (UV) altinda goriintiilendi. PZR
icin pozitif kontrol viriis olarak Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Arastirma

Enstitiisti Miidiirligii’nden temin edilen BVDV NADL susu kullanildi.
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Cizelge 2.3. RT-PZR’de BVDV’nin tespiti i¢cin kullanilan primer ciftleri

Primer Sekans Dizilimi Uriin

Hedef Viriis ismi 5 3 Biiyiikliigii Kaynak
324 ATGCCCWTAGTAGGACTAGCA

Pan-Pestivirus 288 bp Vilcek ve ark. 1994
326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC

BVDV-1a 1AF TCGACGCCTTRRCATGAAGGT

BVDV-1b 1BF TCGACGCTTTGGAGGACAAGC 169 bp Ridpath ve Bolin 1998

BVDV-1aveb 1ABR CCATGTGCCATGTACAG
B5 ACTAGCGGTAGCAGTGAG

BVDV-2 221 bp Letellier ve ark. 1999
B6 CTAGCGGAATAGCAGGTC

2.8. DNA izolasyonu

BHV-1 ve BHV-4 antikor ELISA pozitif sigirlara ait tam kan orneklerinden DNA
izolasyonu “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche, Almanya, Katalog
No: 11796 828001) ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak iiretici firmanin
belirttigi sekilde gergeklestirildi. DNA izolasyonu kisaca; 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine 200 pl tam kan, 200 pl baglayic1 buffer (6M guaninidine-HCI, 10mM ure,
10mM Tris-HCI, %20 Trion X-100, pH 4.4) ve 40 ul proteinaz K konuldu. 70 °C’de
10 dakika inkiibasyona birakild1. Uzerine 100 pl isopropanol (C3HgO) eklendi. Elde
edilen karigimm tamami toplama tiiplerine oturtulmus “high pure filter” tiiplere
konuldu. 8000xg’de 1 dakika santrifiij ardindan igerisinde filtrat bulunan toplama
tiipleri yenileri ile degistirildi. Uzerlerine PZR inhibitdrlerini ortamdan uzaklastirmak
amact ile kullanilan 500 pl “inhibitor removal buffer” soliisyonu ilave edilip
8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. igerisinde filtrat bulunan toplama tiipleri yenileri
ile degistirildi. Uzerlerine 500 pl yikama soliisyonu eklenip 8000xg’de 1 dakika
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santrifiij edildi. Yikama basamag: tekrarlandi. “High pure filter” tiipler temiz 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplere oturtulup tizerlerine daha 6nceden 70°C’ye 1sitilmig 200
ul “elution soliisyonu” eklenip 8000 xg’de 1dakika santrifiij edildi. Elde edilen DNA
kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

BHV-1 glikoprotein E gen bolgesi hedef alinarak hazirlanan PZR karigimi; 5 pl
DNA, 10 pmol primer BHV-1 gE1/gE2 (Cizelge 2.4), 1.25 mM dNTP (Fermentas,
Litvanya, Katalog No: #R0181), 25 mM MgCl,, 10X PZR buffer ve 1U Tag DNA
polimeraz (Fermentas, Litvanya, Katalog No: #EP0402) ile hazirlandi. PZR siklus
kondiisyonu 95°C’de 2 dakika, 35 siklus 95°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye,
72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10 dakika ilave uzama basamagi seklinde
gerceklestirildi

BHV-1 glikoprotein B gen bolgesi hedet almarak hazirlanan PZR karisimi; 5
pul DNA, 10 pmol primer BVH-1 gB1/gB2 (Cizelge 2.4), 1.25 mM dNTP
(Fermentas, Litvanya, Katalog No: #R0181), 25 mM MgCl,, 10X PZR buffer ve 1U
Tag DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya, Katalog No: #EP0402) ile hazirland:.
PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 2 dakika, 35 siklus 95°C’de 30 saniye, 58°C’de 30
saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10 dakika ilave uzama basamagi seklinde

gerceklestirildi.

BHV-4 tespiti i¢cin hazirlanan PZR karisimi; 5 pl DNA, 10 pmol primer
BHV-4 gB1/gB2 (Cizelge 2.4), 1.25 mM dNTP (Fermentas, Litvanya, Katalog No:
#RO181), 25 mM MgCl,, 10X PZR buffer ve 1U Tag DNA polimeraz (Fermentas,
Litvanya, Katalog No: #EP0402) ile hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 2
dakika, 32 siklus 95°C’de 45 saniye, 56°C’de 45 saniye, 72°C’de 45 saniye ve
72°C’de 10 dakika ilave uzama basamagi seklinde gerceklestirildi.
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BHV-5 tespiti i¢cin hazirlanan PZR karisimi; 5 pl DNA, 10 pmol primer
BHV-5 gD1/gD2 (Cizelge 2.4), 1.25 mM dNTP (Fermentas, Litvanya, Katalog No:
#RO181), 25 mM MgCl,, 10X PCR buffer ve 1U Tag DNA polimeraz (Fermentas,
Litvanya, Katalog No: #EP0402) ile hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 2
dakika, 32 siklus 95°C’de 1 dakika, 59°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika ve 72°C’de

10 dakika ilave uzama basamagi seklinde gerceklestirildi

Cizelge 2.4. Herpes virlislerinin tespiti i¢in kullanilan primer ciftleri

Hedef Primer Sekans Dizilimi Uriin
' ' R, Kaynak
Viris ~ ismi 5'=—>3 Biiyiiklugii
gBI AAGCGCAAAAACGTGTG
323 bp Santurde ve ark. 1996
gB2 TGCAGGTACAGCTTGGC
BHV-1
gEl AGGAGACGCAGTTGGCGCTGA
281 bp Schynts ve ark. 1999
gE2 CAGGAAGTACCAGTCGATGCTG
gBI CCCTTCTTTACCACCACCTACA
BHV-4 615 bp Wellenberg ve ark. 2001b
gB2 TGCCATAGCAGAGAAACAATGA
egD1 GCCCGCAGTTTCCCCTACC
BHYV-5 564 bp Alegre ve ark. 2001
gD2 CGCACCCGCTCTCAATCTT
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2.10. Cogaltilan PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlanirken tris base’den (Sigma) 121 g almarak 28.55 ml asetik asit
(Merck) igerisine konuldu. Uzerine 0.5M pH 8.0 EDTA ¢dzeltisinden 50 ml ilave
edildi. Sonrasinda 400 ml distile su (dH,O) eklenerek 50X TAE hazirlandi. Agaroz
jel hazirlanmasi swrasinda 1X olacak sekilde seyreltildi. PZR {iriiniinii goriintiilemek
icin % 1’lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmas: sirasinda 1 g agaroz
(Vivantis), hassas terazide (Scaltec, SBA31, Almanya) tartildi. Bir erlenmayer
icerisinde 100 ml 1X TAE ile ¢ozdiiriildi. Coziinmenin hizli ger¢eklesmesi icin
mikrodalga firm kullanildi. Agarozun 1sis1 yaklasik 50°C ye diistiikten sonra eriyige

0.5 pg/ml oraninda ethidium bromide (Vivantis) ilave edilerek sogutuldu.

Cogaltilan RT-PZR ve PZR o6rnekleri 6X yiikkleme tamponu (%0.35
bromfenol mavisi ve %30 gliserol) ile jele yiiklendi. Elektroforez islemi, Cleaver
elektroforez cihazi (Warwickshire, Ingiltere) kullanilarak 100 volt (V) akimda 60
dakikada gergeklestirildi. Agaroz jel ve UV 1sik kaynagi (Illuminyx, A.B.D)
kullanilarak PZR iirtinlerine ait hedef bantlar goriintiilendi (Azkur ve ark. 2013a).

2.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme igin “statistical package for social sciences” (SPSS
Release 11.5, SPSS inc., Chicago, IL, USA) program: kullanildi. Parametrik ve
parametrik olmayan niteliksel verilerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney U ve Student t testi kullanildi. Istatistiksel farklilik, p degeri 0.005’in
altinda ise anlamli kabul edildi. Istatistiksel analiz ve verilerin degerlendirilmesi
Damla ASLAN (Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Istatistik B6liim Mezunu, Veri
Analiz Yoneticisi/Simsoft Ltd.Sti-Ankara) tarafindan gerceklestirildi.
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2.12. Dizi Analizi ve Filogenetik Analiz

Cogaltilan PZR firiinleri agaroz jelde goriintiilenmesi ardindan sekans dizi analizi,
hizmet alimi yolu ile lontek A.S. (Maslak, Istanbul) tarafindan gerceklestirildi.
Dizilemede BVDV i¢in 326 (Cizelge 2.3), BHV-1 icin BHV-1 gB2 (Cizelge 2.4),
primerleri kullanildi. Daha sonra elde edilen gen dizilimleri, Mega 6 ve Clustal

Omega programlar1 kullanilarak analiz edildi.

2.13. Hematolojik Parametrelerdeki Degisim Grafiklerin Hazirlanmasi

BVDV, BHV-1, BHV-4 etkenlerinin hematolojik parametreler {izerindeki olasi
etkilerini gosterir grafikler Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation) paket
programi kullanilarak hazirlandi. Grafiklerin hazirlanmasi i¢in program igerisinde
bulunan “Ekle” meniisii altinda bulunan “Grafikler” sekmesinden “XY (Dagilim)
grafigi” secilerek kullanmildi. XY (dagilim) grafiginde dagilimi gosterilecek ilgili veri
araliklar1 secilmesi ve X ile Y eksenlerine ifade edecegi parametre bilgileri

islendikten sonra grafigin olusturulmasi islemi tamamlandi.
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3. BULGULAR

3.1. Rose Bengal Pleyt ve Serum Tiip Agliitinasyon Testi Sonuclan

Ankara, Corum, Kirikkale ve Yozgat illerinde bulunan sigir isletmelerinde
yetistirilen 15 aylik yastan bliyiik abort ve/veya dol tutmama sorunu yasayan 656
adet sigirdan kan Ornekleri toplandi (Cizelge 3.1). Elde edilen serum orneklerinde
Brucella varligi RBPT kullanilarak arastirildi ve 656 adet serum 6rneginin 45’inin

(%6.85) pozitif oldugu gozlendi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Iller bazinda Brucella RBPT sonuglari

fice Ad Analiz Edilen Serum Sayisi RBPT Pozitif
Serum Sayisi
KIRIKKALE 390 78
ANKARA 91 5
YOZGAT 89 10
CORUM 86 >
Toplam 656 45 (%6.85)

Test sonucu degerlendirilirken pozitiflik; iri taneli agliitinasyon olusumu,
zayif pozitiflik; hafif ince taneli agliitinasyon olusumu, negatiflik ise; serum ve

antijen karigiminda degisiklik olmamasi ile belirlendi (Sekil 3.1).

112



Sekil 3.1. Brucella tespiti i¢in kullanilan RBPT sonucu elde edilen kuvvetli pozitif,
zayif pozitif ve negatif 6rnekler

RBPT ile pozitif reaksiyon veren 45 serum Orneginde, antikor titresinin
belirlenmesi i¢in STAT kullanildi. Kirkbes serum 6rneginin 41’inde 1/80 lizeri titre
belirlendi. Buna gore Ankara (n=5), Corum (n=1), Kirikkale (n=25) ve Yozgat
(n=10) illerinde Brucella enfeksiyonuna bagl pozitiflik oran1 41/656 (%6.25) olarak
tespit edildi (Cizelge 3.2). 1/80 ve 1/320 titreye sahip serum Ornekleri Sekil 3.2 ve
Sekil 3.3°te gosterildi.

Cizelge 3.2. RBPT pozitif tespit edilen serum 6rneklerinin, STAT sonucu elde edilen
titre sonuglar1

Serum Tiip Agliitinasyon Titreleri

Titre Diizeyi N %
1/320 21/45 %46.6
1/160 12/45 %26.6
1/80 8/45 %17.7
<1/80 4/45 %38.8
Toplam 41/656 (%6.25)
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Sekil 3.2. RBPT pozitif serumlarmn titrelerinin belirlenmesi i¢in yapilan STAT
sonucu 1/80 titreye sahip serum ornegi

Sekil 3.3. RBPT pozitif serumlarm titrelerinin belirlenmesi i¢in yapilan STAT
sonucu 1/320 titreye sahip serum ornegi

3.2.  Antikor ve Antijen ELISA Sonuclan

Ankara, Corum, Kirikkale ve Yozgat illerinden toplanan 656 sigirdan alinan serum
orneklerinden 41’1 Brucella pozitif olarak tespit edildi ve 6rnekleme dig1 birakildi.
615 sigira ait serum 6rneklerinde BVDV, BHV-1 ve BHV-4’¢ spesifik antikor varligi
ticari antikor ELISA kitleri ile incelendi. Buna gore genel seropozitiflik oranlari;
BVDV ig¢in %70.89 (436/615), BHV-1 i¢in %41.3 (254/615) ve BHV-4 i¢in %28.78
(177/615) olarak belirlendi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Toplanan serum 6rneklerinde BVDV, BHV-1, BHV-4 antikor ELISA
sonuglari

Viriis Seropozitiflik Oranlan
BVDV 436/615 (%70.89)
BHV-1 254/615 (%41.3)
BHV-4 177/615 (%28.78)

BVDV, BHV-1 ve BHV-4 ELISA sonuglar1 yorumlandiginda, 615 serum
orneginin 111’inde (%18.04) bu ii¢ viriise kars1 antikor varlhigi tespit edildi. 615
ornegin 143’tinde (%?23.25) ise bu virlislere spesifik antikor varligi belirlenmedi
(Cizelge 3.4). Tekli seropozitiflik oranlar1 615 serum 6rneginde BVDV i¢in; 156
ornek (%25.36), BHV-1 i¢in; 12 6rnek (%1.95), BHV-4 i¢cin; 20 6rnek (%3.25)
olarak belirlendi. Ikili seropozitiflik oranlar1 BVDV/BHV-1 igin; 615 sigirda 127
(%20.65), BVDV/BHV-4 i¢in; 615 sigirda 42 (%6.82), BHV-1/BHV-4 i¢in; 615
sigirda 4 (%20.65) olarak tespit edildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Serum oOrneklerinde BVDV, BHV-1, BHV-4 antikor ELISA
seropozitiflik oranlar1 karsilagtirmasi

Viral Antikorlarin Varhgi Seropozitiflik (Adet/%)
Uclii Seropozitiflik

BHV-1 + BVDV + BHV-4 + 111/615 (%18.04)
Ikili Seropozitiflik

BHV-1+/BVDV +/BHV-4 - 127/615 (%20.65)
BHV-1+/BVDV -/BHV-4 + 4/615 (%0.65)
BHV-1-/BVDV +/BHV-4 + 42/615 (%6.82)
Tekli Seropozitiflik

BHV-1+/BVDV -/BHV-4 - 12/615 (%1.95)
BHV-1-/BVDV +/BHV-4 - 156/615 (%25.36)
BHV-1-/BVDV -/BHV-4 + 20/615 (%3.25)
Uclii Seronegatiflik

BHV-1-/BVDV -/BHV-4 - 143/615 (%23.25)
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Orneklerin toplandigi iller bazinda seropozitiflik oranlar1 Kirikkale’de BVDV
icin; 316/365 (%85.47), BHV-1 i¢in; 189/365 (%51.78) ve BHV-4 i¢in; 107/365
(%29.31) olarak tespit edildi. Corum’da BVDV ig¢in; 6/85 (%7.05) olarak belirlenir
iken BHV-1 ve BHV-4 negatif olarak tespit edildi. Yozgat i¢in seropozitiflik oranlari
BVDV i¢in; %97.46 (77/79), BHV-1 i¢in; %79.74 (63/79) ve BHV-4 icin; %62.02
(49/79) olarak, Ankara’da BVDV i¢in; %43.02 (37/86), BHV-1 i¢in; %2.32 (2/86) ve
BHV-4 i¢in; %24.41 (21/86) olarak hesaplandi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Toplanan serum Orneklerinde illere géore BVDV, BHV-1, BHV-4
seropozitiflik oranlar1

BVDV Ab (+) BHV-1 Ab (+) BHV-4 Ab (+)
KIRIKKALE 316/365(%86.57) 189/365 (%51.78)  107/365 (%29.31)
CORUM 6/85 (%7.05) 0/85 0/85
YOZGAT 77/79 (%97.46) 63/79 (%79.74) 49/79 (%62.02)
ANKARA 37/86 (%43.02) 2/86 (%2.32) 21/86 (%24.41)

BVDV icin antijen varligi serum Orneklerinde antijen ELISA Kkiti ile test
edildi. Bunun i¢in 615 serum ornegi 7 serli olarak gruplandirilarak 88 havuz
olusturuldu. Havuzlar olusturulurken her bir serum 6rneginden 500°er pl alinarak
temiz cam tiiplere konuldu ve vorteks ile karistirildi. Antijen ELISA sonucunda

toplam 88 havuzun 10’unda bulunan 6rneklerde pozitiflik tespit edildi.
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3.3. RT-PZR ve PZR Sonuclan

BVDV RNA’sinin saptanmasi i¢in tiim 6rneklerden (antikor ELISA pozitif olan 436
ve antijen ELISA pozitif 10 havuzda bulunan 70 adet sigir) RNA izolasyonu yapildi.
Nested RT-PZR’nin ilk roundu ile cDNA’lar 324/326 primerleri (Cizelge 2.3)
kullanilarak test edildi. NADL referans susu ve tam kan ornekleri i¢cin 288 bp
biiytikliikte PZR {iriinleri %1 ’lik agaroz jelde, UV altinda goriintiilendi (Sekil 3.4).

RT-PZR ile test edilen 506 adet tam kan 6rneginin 18’inde (%3.55) BVDV
viral niikleik asit varhigi tespit edildi (Cizelge 3.6).

H

M1
“
183 bp :
-

Sekil 3.4. BVDV viral antijeni tespiti i¢in kurulan nested RT-PZR ilk round.

M: Marker DNA (Vivantis) 100 bp, 1-2; Sahadan toplanan pozitif 6rnekler, 3;
Sahadan toplanan negatif ornek, 4; Pozitif kontrol NADL susu, 5; Negatif Kontrol
(dH,0)

IIk round RT-PZR ile pozitif olarak belirlenen 6rneklerin BVDV la-1b ve
BVDV-2 olarak ayriminmn yapilabilmesi i¢in ikinci round PZR yapildi. Her 6rnek
1AF-1ABR, 1BF-1ABR ve B5-B6 primer c¢iftleri kullanilarak test edildi (Cizelge
2.3). Higbir ornekte beklenen baz ¢ifti biiyiikliigline sahip amplikon gozlenmedi

(Veri gosterilmedi).

117



BHV-1 antikor ELISA pozitif olarak belirlenen 254 tam kan 6rnegine DNA
izolasyonu yapildi. Toplanan 6rneklere ve kontrol viriise ait DNA’lar glikoprotein B
(gB) ve E (gE) gen bolgeleri hedef alan primerler kullamilarak PZR kuruldu.
Cogaltilan PZR iirtinleri %1’°lik agaroz jelde UV altinda goriintiilendi (Sekil 3.5).
Buna gore PZR ile test edilen 254 6rnekten birinde (%0.39) BHV-1 gB primerleri ile
niikleik asit varligi tespit edildi (Cizelge 3.6).

Sekil 3.5. BHV-1 viral niikleik asit tespiti i¢in kurulan, gB PZR.

M: Marker DNA (Vivantis) 100bp, 1-10; Sahadan toplanan 6rnekler, 9; Sahadan
toplanan pozitif 6rnek, 11; Negatif kontrol (dH,O), 12-13; Pozitif Kontrol BHV-1
Cooper Susu

BHV-5 genomunun tespiti i¢cin, BHV-1 antikor ELISA pozitif 254 tam kan
orneginden izole edilen DNA’lar, BHV-5 gD1/gD2 (Cizelge 2.4) primer ciftleri ile
hazirlanan PZR ile test edildi. Hicbir Ornekte aranilan biiyiikliikte amplikon
gozlemlenmedi (Cizelge 3.6).

BHV-4 antikor ELISA pozitif 177 tam kan O6rneginden DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Tam kan Orneklerinden izole edilen DNA’lar, BHV-4 gB1/gB2
(Cizelge 2.4) primer ciftleri ile hazirlanan PZR ile test edildi. Higbir ornekte
beklenen biiytikliikte band agaroz jelde goriilmedi (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. PZR ile belirlenen BVDV, BHV-1, BHV-4 ve BHV-5 pozitiflik oranlari

Viriis PZR Pozitif
BVDV 18/506 (%3.55)
BHV-1 1/254 (%0.39)
BHV-4 0/177
BHV-5 0/254

3.4. Gen Sekans ve Filogenetik Analiz

BVDV i¢in; RT-PZR ardindan pozitif DNA’lara yapilan dizi analizi sonucu elde

edilen amplikon dizileri ile Kirikkale’den daha once bildirilen BVDV dizilimleri,

BVDV-1, BVDV-2, BDV ve CSFV ile karsilastirildi. Bu islem Mega 6 ve Clustal

Omega bilgisayar programinda

“Maximum Composite Likehood” yontemi

kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.6; Cizelge 3.7).
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Sekil 3.6. BVDV i¢in yapilan filogenetik analiz ve filogenetik agac

Filogenetik agag, Pestivirlis genomunun 5'-UTR'si i¢in c¢oklu dizi karsilastirma
MEGA 6 ve Clustal Omega programinda “Maximum Composite Likehood” yontemi
kullanilarak olusturuldu. 11k paragrafta verilen dizilimler bu tezden elde edildi.

119-KF425303, 74-KF434627, 60-KF434625, 62-KF434626, 32-KF434623, 24-
KF434622, 22-KF434621, 20-KF434620, 14-KF434618, 16-KF434619, 12-
KF425300, 45-KF425299, 413-KF425302, 414- KF425301, 90- KF434630, 84-
KF434629, 81-KF434628, 42-KF434624.

BVDV-1; HQ393488.2, HQ393489.2, EU716163, GQ495688, M31882,
EU716145.1, EU716142, EU716128, EU716160, EU716123, DQ973178,
AF298060, U63479, DQ973179, AF049221, U97409, AB078950, EU716151,
AF298065, AF298062, AF298054, AF298067, EU716126, EU716131, EU716164,
AF298069, AF298066, FJ493485, AF299317, AF117699, EU716118, EU716120,
EU716125, EU716146, AF526381, DQ973172.

BVDV-2; EU542421, EU542422, AF145967, U94914, AB(042676.

BDV; AM418428, U17142, FJ493487, AB122086, GU979820.1, GU979819,
GU979818.1.

CSFV; AJ605590, AY972477, EU117550, AY761194.
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MEGA 6 ve Clustal Omega ile yapilan analizde bu tezde elde edilen sekans
dizilimleri ile Gen bankasinda kayitli BVDV izolatlar1 dizilimlerinin genetik
farkliliklar1 ve niikleotidlerin birbirlerine uzakliklar1 Cizelge 3.7’de gosterilmistir.
Yapilan karsilagtirmalara gore niikleotid uzakliklar1 O ile 3.9 arasinda degigsmektedir.
Bu tezde elde edilen 45-KF425299 (Cizelge 3.7°de Numara: 53), 12-KF425300
(Cizelge 3.7°de Numara: 54), 414-KF425301 (Cizelge 3.7°de Numara: 55), 413-
KF425302 (Cizelge 3.7°de Numara: 56), 119-KF425303 (Cizelge 3.7°de Numara:
57), 14-KF434618 (Cizelge 3.7°de Numara: 58), 16-KF434619 (Cizelge 3.7°de
Numara: 59), 20-KF434620 (Cizelge 3.7°de Numara: 60), 22-KF434621 (Cizelge
3.7°de Numara: 61), 24-KF434622 (Cizelge 3.7°de Numara: 62), 32-KF434623
(Cizelge 3.7°de Numara: 63), 42-KF434624 (Cizelge 3.7°de Numara: 64), 60-
KF434625 (Cizelge 3.7°de Numara: 65), 62-KF434626 (Cizelge 3.7°de Numara: 66),
74-KF434627 (Cizelge 3.7°de Numara: 67), 81-KF434628 (Cizelge 3.7’de Numara:
68), 84-KF434629 (Cizelge 3.7°de Numara: 69), 90-KF434630 (Cizelge 3.7°de
Numara: 70) dizilimlerinin birbirine uzaklik degerleri O (sifir) olarak belirlendi.

Gen bankasindan elde edilen ve bu tezde belirlenen dizilimler
karsilastirildiginda en diisikk degerin, GQ495688 (Cizelge 3.7°de Numara: 16) ile
aralarinda oldugu goriildii. Bu tezde elde edilen dizilimler ile arasinda en yiiksek
uzaklik degerin ise EU716163 (Cizelge 3.7°de Numara: 14) ile tespit edildi (Cizelge
3.7).

Cizelge 3.7. BVDV icin niikleotit sekans uzakliklarmin karsilastirmasi
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45

12

414

413

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 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
014 -
0,11 0,03 -
0,15 0,11 0,08 -
247 2,57 252 285 -
22 2,04 2,04 186 165 -
2,47 2,57 2,52 2,85 0 1,65 -
1,39 1,28 1,28 1,6 3,05 3,63 3,05 -
0,17 0,03 0,05 0,15 2,61 19 2,61 137 -
0,36 0,32 0,28 0,25 2,41 2,08 2,41 147 0,36 -
025 0,22 0,18 0,22 2,52 229 252 1,75 0,18 0,22 -
0,55 0,49 049 062 2,26 154 2,26 156 045 0,62 03 -
0,49 0,45 045 056 2,19 1,63 2,19 147 049 0,56 03 0,027 -
3,08 2,79 2,85 3,08 39 283 39 301 279 2,73 3 2,867 2,867 -
0,37 0,25 0,29 042 2,61 2,07 261 1,75 0,29 042 02 0221 0,186 3 -
0,37 0,33 0,29 042 2,09 2,04 2,09 187 0,37 042 02 0258 0,222 3 0,112 -
2,41 2,28 2,28 2,08 3,06 144 3,06 391 2,28 251 28 2,827 2,827 3 2461 2,395 -
045 05 05 062 2,06 1,74 2,06 1,58 0,55 0,62 0,3 0,054 0,027 3 0,222 0,186 28 -
034 03 034 048 226 1,81 2,26 1,79 0,34 0,58 0,3 0,252 0,217 3 0,085 0,146 2,7 02 -
3,35 3,1 3,14 3,46 3,49 2,39 349 347 31 291 24 2,133 2,133 0 2,209 2,36 3,1 23 198 -
047 0,26 0,3 043 226 165 226 158 03 043 02 0,182 0,149 3 0,084 0,146 26 02 011 18 -
051 03 034 048 226 165 2,26 166 0,26 048 02 0,117 0,149 3 0,084 0,146 26 02 0,11 14 01 -
051 03 0,34 048 2226 1,65 2,26 1,66 0,26 048 02 0,117 0,149 3 0,084 0,146 26 02 0,11 14 01 0 -
046 042 047 053 2,26 165 2,26 1,76 0,38 0,53 0,2 0,117 0,149 3 0,178 0,246 27 02 021 19 01 01 01 -
0,37 0,25 0,29 0,34 237 2,11 2,37 1,87 0,29 0,34 0,1 0,186 0,152 3 0,054 0,112 25 02 0,15 21 01 01 01 01 -
0,37 0,25 0,29 0,34 237 2,11 2,37 1,87 0,29 0,34 0,1 0,186 0,152 3 0,054 0,112 25 02 0,15 21 01 01 01 01 0O -
047 026 0,3 043 2,19 1,81 219 194 03 043 02 0227 0,191 3 0,055 0,115 23 02 0,15 24 01 01 01 02 01 01 -
041 0,22 0,25 0,38 237 2,01 237 1,75 0,25 0,38 0,2 0,186 0,152 3 0,027 0,083 24 02 011 21 01 01 01 01 0 O O -
0,38 0,42 0,38 043 195 193 1,95 1,88 047 043 0,2 0,217 0,182 3 0,178 0,115 27 0,1 0,44 2 01 01 01 01 01 01 02 01 -
0,42 0,47 042 048 195 1,84 1,95 1,88 0,51 048 0,2 0,182 0,149 3 0,212 0,146 28 0,1 0,77 21 02 02 02 01 01 01 02 02 0O -
042 03 034 048 2,19 163 219 1,79 0,34 0,58 0,3 0,182 0,149 3 0,146 0,146 2,7 01 005 2 01 01 01 02 01 01 01 01 01 01 -
047 0,34 0,3 043 2,09 163 2,09 158 0,38 043 02 0,117 0,086 3 0,115 0,115 27 01 0,144 2 01 01 01 02 01 01 01 01 01 01 01 -
0,34 0,38 0,34 0,48 195 1,74 1,95 1,58 0,42 0,48 0,2 0,149 0,117 3 0,146 0,084 26 0,1 0,11 21 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 -
0,38 0,34 0,3 043 2,09 163 2,09 147 0,38 043 0,2 0,117 0,086 3 0,115 0,115 26 01 0,14 2 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 0 -
0,38 0,34 0,3 043 2,09 163 2,09 147 0,38 043 0,2 0,117 0,086 3 0,115 0,115 26 01 0,144 2 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 O O -
3,37 3,32 3,35 3,55 3,51 2,44 3,51 349 3,32 3,16 2,8 2,518 2,518 0 2,622 2,513 3 24 218 02 21 22 22 23 26 26 28 26 22 23 22 24 23 24 24 -
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BHV-1 gB ile kurulan PZR’den elde edilen pozitif DNA 6rnegi i¢in dizi
analizi gergeklestirildi. Ulkemizde ilk kez gB kismi gen dizilimi gen bankasina
yiiklendi ve uluslararas1 diger dizilimler ile karsilastirildi. Sonug olarak Hindistan’da

2013 yilinda yapilan kismi gB gen dizisine yakinlik tespit edildi (Sekil 3.7).

KC479146.1 o Bu Tezde Elde Edilen
KC479149.1 S Hindistan Sekans Dizilimi

izolatlan
KC479143.1 ,—A—\

190

JX898220.1

JF920419.1
' JF920420.1
JF920418.1

50

Sekil 3.7. BHV-1 dizilimi, filogenetik analiz

Filogenetik agag, BHV-1 genomu gB i¢in coklu dizi karsilastrma MEGA 6
kullanilarak olusturuldu. 190 (KF716130.1) bu tez kapsaminda elde edildi. Diger gen
dizileri; C479146.1, KC479143.1, KC479146.1, KC479149.1, JF920420.1,
JF920419.1, JF920418.1, JX898220.1 gen bankasindan saglanmistir.
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3.5.  Viriislerin Hematolojik Parametreler Uzerine Etkileri

Toplanan 360 tam kan ornegi MS9-3 hemogram cihazinda (Melet Schloesing
Labarotoires®, Fransa) analiz edildi. Analiz sonucu lokosit sayisi (white blood
cells/WBC), monosit yiizdesi (MON%), monosit sayist (MON#), lenfosit ylizdesi
(LYM%), lenfosit sayis1 (LYM#), notrofil graniilosit ylizdesi (N.GR%), nétrofil
graniilosit sayis1 (N.GR#), alyuvar sayis1 (red blood cell/RBC), eritrositlerin ortalama
biliytikligli, (mean corpuscular volume/MCV), hematokrit degeri (HCT),
eritrositlerdeki ortalama hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular hemoglobin
concentration/MCHC), ortalama hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular
hemoglobin/MCH), hemoglobin (Hgb), trombosit hacmi (mean platelet
volume/MPV), trombosit sayis1 (platelet/PLT) degerleri elde edildi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. MS9-3 hemogram kan cihazi kullanilarak 360 sigira ait tam kanlardan
elde edilen hematolojik degerler

Hematolojik Parametre N Ort.-Std Re{erans
Degerler
WBC (x10°/mm?) 360 15.4449.85 4-12%*
RBC (x10°/mm’*) 360 6.06+0.99 5-10%
PLT (x10°/mm®) 360 161.91£90.95 100-800%*
Lym (%) 360 46.05+19.48 45-80%**
Mon (%) 360 13.76+6.85 0-8*
N/Gr (%) 360 39.62+14.73 10-30%*
Hct (%) 360 24.67+3.64 21-30%**
Lym# (x10°/mm’®) 360 8.13+7.81 1.8-8.1%**
Mon# (x10°/mm®) 360 1.76+0.75 0.1-0.7%%*
N/Gr# (x10°/mm®) 360 5.48+2.70 0.6-4.1%*
MCYV (fL) 360 41.10+4.57 40-60%***
MPV (fL) 360 4.65+0.52 4.6-7.4*
MCHC (g/dL) 360 53.78+182.06 30-40%*
Hgb (g/dL) 360 13.45+49.94 8-15%kx*
MCH (pg) 360 22.34+78.25 11-17%%%x*

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS 11.5 programinda yararlamldi.
*Merck Manual, 2012

**Bagsoglu ve ark. 2012

***Wood ve ark. 2010

*#**Feldman ve ark. 2000
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Lokosit sayis1 (white blood cells/yWBC) degerinin sigirlarda normal referans
aralig1 4-12 x10°/mm’’dir (Merck Manual, 2012). 360 tam kan Srneginde 6lciilen
16kosit sayis1 degeri aritmetik ortalamasi 15.44+9.85 x10°/mm’ olarak tespit edildi
(Cizelge 3.8). 360 tam kan 6rneginin 160°mm 4-12 x10°/mm’ arasinda, 12’sinin 4
x10°/ mm’ altinda ve 188’inin 12 x10°/mm’ iizerinde degere sahip oldugu belirlendi

(Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “lokosit sayis1 (white blood
cells/yWBC)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni; inek
sayisini (n=360), Y ekseni; WBC parametresinin 1 mm’ kandaki degerini ifade
etmektedir.

Alyuvar sayist (red blood cell/RBC) degerinin sigirlarda normal referans
aralig1 5-10 x10%/mm”’diir (Merck Manual, 2012). 360 sigira ait tam kan drneginde
Slciilen alyuvar sayisi degeri aritmetik ortalamasi 6.06+0.99 x10°/mm’ olarak tespit
edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan 6rneginin 334’{iniin 5-10 x10®/mm’
arasinda, 25’inin 5 x10%mm’ altinda ve 1’inin 10 x10%/mm’ iizerinde degere sahip

oldugu gozlendi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “alyuvar sayisi (red blood
cell/RBC)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni RBC parametresinin 1 mm’ kandaki degerini ifade
etmektedir.

Trombosit sayis1 (platelet/PLT) degerinin sigirlarda normal referans araligi
100-800 x10°/mm®’diir (Merck Manual, 2012). 360 sigira ait tam kan orneginde
Slgiilen trombosit degeri aritmetik ortalamasi 161.91+90.95 x10°/mm’ olarak tespit

edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan Orneginin 296’smin 100-800

x10*/mm’ arasinda, 64’iniin 100 x10°/mm’ altinda oldugu belirlenirken, 800

x10°/mm’ tizerinde degere sahip 6rnek gozlenmedi (Sekil 3.10).

PLT === \in. Ref. Deer ===== Maks. Ref. Deger ¢ Olgiilen Deger

900 — x10%/mm?3

Sekil 3.10. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “trombosit sayisi
(platelet/PLT)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni PLT parametresinin 1 mm’ kandaki degerini ifade
etmektedir.
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Lenfosit yiizdesi (LYM%) degerinin sigirlarda normal referans araligi %45-
80°dir (Basoglu ve ark. 2013). 360 sigira ait tam kan Orneginde Olciilen lenfosit
degeri aritmetik ortalamast %46.05+19.48 olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz
edilen 360 tam kan 6rneginin 176’smin %45-80 arasinda, 176’smin %45’ inin altinda

ve 8’inin %80’in lizerinde degere sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “lenfosit ylizdesi
(LYM%)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni LYM% parametresinin 1 mm’ kandaki % degerini ifade
etmektedir.

Monosit ylizdesi (MON%) degerinin sigirlarda normal referans araligi %0-
8’dir (Merck Manual, 2012). 360 sigira ait tam kan 6rneginde dlgiilen monosit degeri
aritmetik ortalamasi %13.76+6.85 olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen
360 tam kan Orneginin 87’sinin %0-8 arasinda, 273’liniin %8’in lizerinde oldugu

belirlenmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “monosit ylizdesi
(MON%)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni MON% parametresinin 1 mm® kandaki % degerini ifade
etmektedir.

Notrofil graniilosit yiizdesi (N.GR%) degerinin sigirlarda normal referans
aralig1 %10-30’dur (Basoglu ve ark. 2013). 360 sigira ait tam kan 6rneginde Slgiilen
notrofil graniilosit degeri aritmetik ortalamast %39.62+14.73 olarak tespit edildi
(Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan 6rneginin 92’sinin %10-30 arasinda, 9’unun
%10’un altinda ve 259’unun %30’un lizerinde degere sahip oldugu belirlendi (Sekil

3.13).
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Sekil 3.13. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “ndtrofil grantilosit yilizdesi
(N.GR%)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni N.GR% parametresinin 1 mm’ kandaki % degerini ifade
etmektedir.
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Hematokrit ylizdesi (HCT%) degerinin sigirlarda referans araligi %21-30’dur.
(Wood ve ark. 2010). 360 sigira ait tam kan 6rneginde Glgiilen hematokrit degeri
aritmetik ortalamasi %24.67+3.64 olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen
360 tam kan Orneginin 304’lniin %21-30 arasinda, 32’sinin %?21’in altinda ve

24°{iniin %30 un lizerinde degere sahip oldugu gozlendi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “hematokrit yiizdesi
(HCT%)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni HCT% parametresinin 1 mm’ kandaki % degerini ifade
etmektedir.

Lenfosit sayis1t (LYM#) degerinin sigirlarda normal referans araligi 1.8-8.1
x10°/mm’ *diir (Wood ve ark. 2010). 360 sigira ait tam kan orneginde 6lgiilen
lenfosit sayis1 degeri aritmetik ortalamasi 8.13+7.81 x10°/mm’ olarak tespit edildi
(Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan &rneginin 193’{iniin 1.8-8.1 x10°/mm’
arasinda, 45’inin 1.8 x10°/mm’ altinda ve 122’sinin 8.1 x10*/mm’ iizerinde degere

sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “lenfosit sayis1 (LYM#)”
degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek sayisini (n=360),

Y ekseni LYM# parametresinin 1 mm’® kandaki degerini ifade etmektedir.

Monosit sayis1 (MON#) degerinin sigirlarda normal referans araligi 0.1-0.7

x10°/mm’ *diir (Wood ve ark. 2010). 360 adet sigira ait tam kan 6rneginde Slgiilen

monosit sayis1 degeri aritmetik ortalamasi 1.76+0.75 x10°/mm’ olarak tespit edildi

(Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan &rneginin 28’inin 0.1-0.7 x10°/mm’

arasinda ve 327’sinin 0.7 x10°/mm’ {izerinde ve 5’inin 0.1 x10°/mm’ altinda degere

sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.16).

MON# ‘ e Min. Ref. Deger  ====Maks. Ref. Deger .

Olgiilen Deger

x10%/mm’®

Sekil 3.16. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “monosit sayis1 (MON#)”
degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek sayisini (n=360),

Y ekseni MON# parametresinin 1 mm’® kandaki degerini ifade etmektedir.
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Notrofil grantilosit sayis1 (N.GR#) degerinin sigirlarda normal referans araligi
0.6-4.1 x10°/mm’ diir (Merck Manual, 2012). 360 sigira ait tam kan orneginde
Slciilen notrofil graniilosit sayisi degeri aritmetik ortalamasi 5.48+2.70 x10°/mm’
olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan 6rneginin 111 inin 0.6-

3

4.1 x10°/mm’ arasinda, 5’inin 0.6 x10°/mm’ altinda ve 244’{iniin 4.1 x10°/mm’

iizerinde degere sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “nodtrofil graniilosit sayisi
(N.GR#)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek
sayisini (n=360), Y ekseni N.GR# parametresinin 1 mm’ kandaki degerini ifade
etmektedir.

Eritrositlerin ortalama biiyiikliigii (mean corpuscular volume/MCV) degerinin
sigirlara gore normal referans deger araligi1 40-60 fL’dir (Feldman ve ark. 2000). 360
sigira ait tam kan orneginde 6l¢iilen MCV degeri aritmetik ortalamasi 41.10+4.57 L
olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan 6rneginin 206’smin 40-
60 fL arasinda, 151’inin 40 fL altinda ve 3’iiniin 60 fL iizerinde degere sahip oldugu
belirlendi (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “eritrositlerin ortalama
biiytikliigli (mean corpuscular volume/MCV)” degeri ile minimum ve maksimum
referans degerler. X ekseni, inek sayisini (n=360), Y ekseni MCV parametresinin
kanda femtolitre (fL) cinsinden degerini ifade etmektedir.

Trombosit hacmi (Mean Platelet Volume/MPV) degerinin sigirlara gore
normal referans aralig1 4.6-7.4 fL.’dir (Wood ve ark. 2010). 360 adet sigira ait tam
kan 6rneginde dlgiillen MPV degeri aritmetik ortalamasi 4.65+0.52 fL olarak tespit
edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan Orneginin 163’ilinlin 4.6-7.6 fL
arasinda ve 197’sinin 4.6 fL altinda oldugu belirlenirken, 7.6 fLL iizerinde degere

sahip 6rnek gozlenmedi (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait ortalama “trombosit hacmi
(mean platelet volume/MPV)” degeri ile minimum ve maksimum referans degerler.
X ekseni, inek sayisimi (n=360), Y ekseni MPV parametresinin kanda femtolitre (fL)
cinsinden degerini ifade etmektedir.
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Eritrositlerdeki ortalama hemoglobin konsantrasyonu (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentration/MCHC) degerinin sigirlara gore normal referans araligi
30-40 g/dL’dir (Basoglu ve ark. 2013). 360 sigira ait tam kan orneginde Slgiilen
MCHC degeri aritmetik ortalamasi 53.78+182.06 g/dL olarak tespit edildi (Cizelge
3.8). Analiz edilen 360 tam kan Orneginin 128’inin 30-40 g/dL arasinda, 1’inin
30g/dL altinda ve 231’inin 40g/dL iizerinde degere sahip oldugu belirlendi (Sekil
3.20).

MCHC = in. Ref. Deger ====Maks. Ref. Deger e Olciilen Deger
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Sekil 3.20. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “eritrositlerdeki ortalama
hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular hemoglobin concentration/MCHC)”
degeri ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek sayisini (n=360),
Y ekseni ise MCHC parametresinin kanda g/dL cinsinden degerini ifade etmektedir.

Hemoglobin (Hgb) degerinin sigirlara gére normal referans araligir 8-15
g/dL’dir (Feldman ve ark. 2000). 360 sigira ait tam kan 6rneginde hemoglobin degeri
aritmetik ortalamasi 13.45+49.94 g/dL olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz
edilen 360 tam kan 6rneginin 341’inin 8-15 g/dL arasinda, 12’sinin 8 g/dL altinda ve
7’sinin 15g/dL tizerinde degere sahip oldugu belirlendi (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “hemoglobin (Hgb)” degeri
ile minimum ve maksimum referans degerler. X ekseni, inek sayisinit (n=360), Y
ekseni ise Hgb parametresinin kanda g/dL cinsinden degerini ifade etmektedir.

Ortalama hemoglobin konsantrasyonu (mean corpuscular hemoglobin/MCH)
degerinin si@irlara gore normal referans araligi 11-17 pg’dir (Feldman ve ark. 2000).
360 adet sigira ait tam kan 6rne§inde MCH degeri aritmetik ortalamasi1 22.34+78.25
pg olarak tespit edildi (Cizelge 3.8). Analiz edilen 360 tam kan 6rneginin 215’inin
11-17 pg arasinda, 2’sinin 11 pg altinda ve 143’linlin 17 pg lizerinde degere sahip
oldugu belirlendi (Sekil 3.22).

MCH = \iin. Ref. Deger Maks. Ref. Deger o  Olgiilen Deger

50 1 pg

Sekil 3.22. Hematolojik yonden analiz edilen ineklere ait “ortalama hemoglobin
konsantrasyonu (mean corpuscular hemoglobin/MCH)” degeri ile minimum ve
maksimum referans degerler. X ekseni, inek sayisini (n=360), Y ekseni ise MCH
parametresinin kanda pikogram (pg) cinsinden degerini ifade etmektedir.
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3.6. BVDV, BHV-1 ve BHV-4’iin Hematolojik Parametreler Uzerine
Karsilastirmah Olarak Etkisi
Hematolojik parametrelerdeki istatistiksel degisikliklerin  belirlenmesi i¢in
sigirlardan toplanan kan oOrnekleri ELISA (antikor-antijen), PZR ve RT-PZR
sonuclarina gore gruplara ayrildi. BVDV i¢in gruplandirma, 1.grup; antikor negatif
(Ab-) ve antijen negatif (Ag-) 95 tam kan 6rnegi, 2. grup; antikor pozitif (Ab+) ve
Ag- 247 tam kan 6rnegi, 3. grup; Ab+ ve antijen pozitif (Ag+) 15 tam kan 6rnegi, 4.
grup; Ab- ve Ag+ 3 tam kan 6rnegi olacak sekilde diizenlendi (Cizelge 3.9).
Yapilan istatistiksel karsilagtirmali Kruskal-Wallis ve Mann Whitney U
testleri sonucu; MCV, HCT, MCHC ve MPV i¢in; grup 1 ile 2 arasinda istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar belirlendi (p<0.005), (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. BVDV’nin, hematolojik parametreler iizerine etkisinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi

Parametre BVDV Ab-/Ag- BVDV Ab+/Ag- BVDV Ab+/Ag+ BVDV Ab-/Ag+
(1.grup /n=95) (2.grup / n=247) (3.grup / n=15) (4.grup / n=3)

WBC(n/10%) 13.29+£7.76 16.04+10.36 18.99+11.96 16.20+6.20
Lym% 42.43+18.13 47.38+20.02 44.74+£17.73 57.76+9.38
Mon% 15.43+5.84 13.17+7.16 13.66+6.75 9.96+0.75
NGr% 41.93+13.61 38.71£15.28 41.58+11.73 32.23+9.50
Lym# 6.36+6.04 8.67+£8.25 10.04+9.45 9.53+4.50
Mon# 1.78+0.70 1.73+£0.78 2+0.56 1.60+0.45
NGr# 5.1242.31 5.5442.82 6.96+2.91 5.03+£1.65
RBC (n/109) 5.99 £0.83 6.10+1.01 5.96+1.54 5.86+0.95
MCYV (f1) 39.42+4.41* 41.74+4.53° 41.33+£3.86 40.40+4.01
Hct (%) 23.362.65 25.21+3.814 24.15+4.34 23.46+1.88
MCH (pg) 16.95+5.02 24.784+94 .38 17.32+2.69 17.70+£2.43
MCHC (g/dl) 42.8246.05¢ 58.83+219.71" 42.18+4.86 43.70+1.83
Hgb (g/dl) 9.94+0.99 15.05+60.26 10.02+1.27 10.20+0.45
PIt (n/mm?) 141.66+68.77 171.20+99.17 137.73+£29.75 159+110.53
MPYV (fl) 4.49+0.208%" 4.72+0.60" 4.53+0.21 4.53+0.11

*[statistiksel farkin belirlenmesi amac ile Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney U testleri
kullanildi ve p<0.005 olan degerler istatistiksel anlaml1 farklilik olarak kabul edildi.

*P Satirda istatistiksel olarak farklilig1 gosteren iist simgeler (p=0)
4 Satirda istatistiksel olarak farkliligi gosteren iist simgeler (p=0)
T Satirda istatistiksel olarak farkliligi gosteren iist simgeler (p=0)
#h Satirda istatistiksel olarak farkhilig1 gosteren iist simgeler (p=0)
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BVDV i¢in antijen varliginm, hematolojik parametrelere etkisinin istatistiksel
olarak belirlenmesi i¢in gruplandirma, 1.grup; Ag- 342 tam kan 6rnegi, 2. grup; Ag+
18 tam kan 6rnegi olacak sekilde diizenlendi (Cizelge 3.10).

Yapilan Student t testi analizi ile antijen varhginda hematolojik
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik belirlenemedi (p>0.005),
(Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. BVDV i¢in antijen varliginmn, hematolojik parametreler iizerine
etkisinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

— BVDV Ag- BVDV Ag+
(1.grup /n=342) (3.grup / n=18)

WBC(n/10°) 15.2849.78 18.52+11.11
Lym% 46.01+19.61 46.91+£17.15
Mon% 13.79+6.89 13.04+6.29
NGr% 39.60+14.89 40.02+11.70
Lym# 8.03+7.76 9.95+8.72
Mon# 1.75+0.76 1.93+0.55
NGr# 5.42+42.69 6.64+2.8
RBC (n/10°) 6.07 £0.96 5.9441.44
MCV (1) 41.09+4.61 41.17+3.78
Het (%) 24.70+3.62 24.03+4
MCH (pg) 22.60+80.28 17.38+2.58
MCHC (g/dl) 54.38+186.78 42 .43+4.50
Hgb (g/dl) 13.63+51.24 10.05+1.17
Plt (n/mm°) 162.99+92.60 141.27+47.25
MPV (1) 4.66+0.53 4.53+0.20

*[statistiksel farkin belirlenmesi amaci ile Student t testi kullanild1 ve p<0.005 olan
degerler istatistiksel anlamli farklilik olarak kabul edildi.
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BHV-1 kaynakli hematolojik parametrelerdeki istatistiksel farkliliklarin
belirlenmesi i¢in si@irlar ELISA ve PZR sonuglarina gore iki gruba ayrildi
Gruplandirma; 1.grup Ab- ve Ag-; 202 tam kan 6rnegi, 2.grup Ab+ ve Ag-; 158 sigir
olacak sekilde diizenlendi (Cizelge 3.11).

Yapilan istatistiksel Student t testi analizi ile; MCV, Hct(%) ve MPV
degerlerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi

(p<0.005), (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. BHV-1’in, hematolojik parametreler iizerine etkisinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi

et BHV-1 Ab-/Ag- BHV-1 Ab+/Ag-
(1.grup /n=202) (2.grup / n=158)
WBC(n/10%) 15.85+9.58 14.92+10.20
Lym% 46.95+18.80 44.90+20.31
Mon% 13.66+6.68 13.88+7.08
NGr% 39.11 +13.81 40.28+15.85
Lym# 8.44+7.55 7.73+8.14
Mon# 1.80+0.78 1.700.70
NGr# 5.56+2.65 5.38+2.78
RBC(n/10°%) 6.03+1.07 6.10+0.88
MCV(fl) 40.29+4.71* 42.13+4.17°
Het(%) 23.98+3.70° 25.54+3.38¢
MCH (pg) 17.51+7.92 28.52+117.70
MCHC (g/dl) 42.96+11.59 67.61+274.36
Hgb(g/dl) 10.14+2.44 17.68+75.26
Plt(n/mm?) 150.85+81.15 176.05+100.63
MPV (1) 4.56+0.42° 4.77+0.60"

*[statistiksel farkin belirlenmesi amaci ile Student t testi kullanild1 ve p<0.005 olan
degerler istatistiksel anlamli farklilik olarak kabul edildi.

*b Satirda istatistiksel olarak farkliligi gdsteren iist simgeler (p=0)

“dSatirda istatistiksel olarak farklilig1 gosteren iist simgeler (p=0)

T Satirda istatistiksel olarak farkliligi gosteren iist simgeler (p=0)
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BHV-4 kaynakli hematolojik parametrelerdeki istatistiksel farkliliklarin
belirlenmesi i¢in siirlar ELISA ve PZR sonuglarina gore iki gruba ayrildi
Gruplandirma; 1.grup; Ab- ve Ag- 246 tam kan 0rnegi, 2.grup; Ab+ ve Ag- 114 tam
kan 6rnegi olacak sekilde diizenlendi (Cizelge 3.12).

Yapilan istatistiksel Student t testi analizi ile; MPV degerinde iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar belirlendi (p<0.005), (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12. BHV-4’iin, hematolojik parametreler lizerine etkisinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi

S BHV-4 Ab-/Ag- BHV-4 Ab+/Ag-
(1.grup /n=246) (2.grup / n=114)
WBC(n/10%) 14.66+9.13 17.12+11.13
Lym% 46.25+17.79 45.64+22.77
Mon% 14.18+6.56 12.85+7.40
NGr% 39.16+13.25 40.62+17.53
Lym# 7.68+7.17 9.11+8.99
Mon# 1.75+0.68 1.77+0.89
NGr# 5.18+2.47 6.12+3.07
RBC(n/10°%) 5.99+0.98 6.210.99
MCV(fl) 41.03+4.81 41.24+4.01
Hct(%) 24.3143.59 25.44+3.63
MCH (pg) 23.89+93.32 19.01+23.55
MCHC (g/dl) 57.20+216.29 46.40+61.60
Hgb(g/dl) 14.17+59.24 11.90+17.70
Plt(n/mm?) 156.59+88.76 173.37494.90
MPV (fl) 4.57+0.42% 4.83+0.64"

*[statistiksel farkin belirlenmesi amaci ile Student t testi kullanildi ve p<0.005 olan
degerler istatistiksel anlamli farklilik olarak kabul edildi.
** Satirda istatistiksel olarak farkliligi gosteren iist simgeler (p=0)
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4. TARTISMA ve SONUC

Sigir yetistiriciligi yapilan isletmelerde, et ve siit kaynakli gelirler yaninda dogan
yavrularin sayis1t ve bu yavrularin saglikli olmasi isletmenin verimliligini etkileyen
onemli unsurlarin arasindadir. Sigir yetistiriciliginde %3-5 oraninda meydana gelen
abort ve O0lii dogum vakasi normal olarak kabul edilmektedir. Abort ve 6lii dogum
vakalar1 hayvan sagligmi ve refahini olumsuz etkilemesinin yani swra bu durum
isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Peter 2000, Bolat ve

Doymaz 2005, Lee ve Kim 2007).

Veteriner hekimler sahada abort ve dol tutmama vakalari ile siklikla
karsilagirlar. Viriis, bakteri, mantar ve protozoon kaynakli bircok enfeksiyonun abort
ve dol tutmama sorunlarma neden oldugu rapor edilmistir. Bu tiir lireme
problemlerine enfektif ajanlar disinda, genetik bozukluklar, hormonal ve metabolik
diizensizlikler, yetistirme kosullarmin 1yi olmamasi hali ve asilama programlarinin
yanlis uygulanmasi gibi durumlarin rol oynadig1 bildirilmektedir (Anderson 2007,

Hovingh 2013).

Kirkbride (1992) on yil siiresince ¢esitli yangisal lezyonlara sahip 8962 abort
materyalini incelediginde, bu abortlarin 2723’iine (%30.38) enfeksiydoz ajanlarin
neden oldugunu belirlemistir. Calismaya gore bu ajanlarin %10.57 sinin viral,
%14.49’unun bakteriyel ve %35.31’inin mantar kaynakli oldugu ortaya konulmustur.
Ne var ki 8992 abort vakasindan 6020’sinin (%67.17) nedeninin anlagilamadig1 rapor
edilmistir. Jamaluddin ve ark. (1996) inceledikleri 595 sigirda gozlenen abort
vakalarmin %37.1’inin enfeksiydz etkenlerden, %5.5’inin enfeksiyona bagli olmayan
etkenlerden dolayr oldugunu belirler iken, %357.3’linde abortun nedeninin tespit
edilemedigini bildirmislerdir. 2011’in sonunda ilk olarak Almanya’da kesfedilen ve
daha sonra Hollanda, Belgika, Fransa, italya, Ingiltere, Liiksemburg ve Ispanya gibi
pek cok iilkede ve Giiney Afrika’da tespit edilen Schmallenberg viriisiiniin sigirlarda

yilksek oranda abortlara ve {lireme bozukluklarma yol ac¢tigi rapor edilmistir
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(Hoffmann ve ark. 2012, EU commision 2012, Leask ve ark. 2013). Azkur ve ark.
(2013b) Schmallenberg viriisiin lilkemizde varligini ilk defa rapor etmislerdir.
Benzer sekilde Avrupa’da kesfedilen yeni bir Pestiviriis tipi olan HoBi-Like
(benzeri) viriislerin de abortlara ve iireme performansinda kayiplara yol agabildigi
tespit edilmistir (Bauermann ve ark. 2013). Bu sonuglar gz Oniine alindiginda
gecmiste sebebi anlasilamayan abortlara ve lireme sorunlarina yeni kesfedilen bu tiir

viriislerin yol agmis olma ihtimali s6z konusudur.

Bu tezde Ankara, Corum, Kirikkale ve Yozgat illerinde abort ve dol tutmama
sorunu yasayan veya daha oncesinde boyle bir gecmise sahip 656 adet sigirdan kan
ornegi topland1 (Cizelge 2.1; Sekil 2.1). Toplanan 6rnekler ilk 6nce Brucella varlhigi
yoniinden incelendi. Brucella’nin neden oldugu Brucellozis birgok hayvan tiiriiniin
duyarli oldugu bakteriyel zoonoz bir hastaliktr (WHO 2006). Brucella’nin
tanimlanan tiirlerinden biri olan B. abortus, sigirlarm genital kanal doku ve
organlarim1 enfekte ederek, abort ve/veya dol tutmamaya neden olmaktadir (Xavier

ve ark. 2009b, Carvalho ve ark. 2010).

Veteriner hekimler ve sigir yetistiricilerinin yogun olarak karsilastigi
Brucellozis vakalarinin serolojik teshisinde kullanilan yontemlerin basinda RBPT ve
STAT testleri gelmektedir. RBPT kitlesel siirii taramalarinda ucuz ve hizli bir test
olmasmna ragmen, B. abortus S19 asilamasi sonrasi ve capraz antikor
reaksiyonlarinda yanls pozitiflik verebilmektedir. Bu nedenle bu test ile pozitif tespit
edilen hayvanlarin diger serolojik testler kullanilarak teyit edilmesi gerektigi
bildirilmistir (Ongdr 1999, Nielsen 2002). Apan ve ark. (2007) 1436 insan ile 804
sigir ve koyun serumunda Brucella varligini RBPT, STAT ve ELISA testleri
kullanarak incelemislerdir. Al-Delaimia ve ark. (1990) klinik olarak sagliklh
goriinimli 696 koyun kan serumunu Brucellozis yoniinden incelediklerinde STAT
ile %7.4 ve RBPT ile %9.19 pozitiflik tespit etmiglerdir. Abort yapmis 30 koyuna ait
serumda RBPT ile %62 ve STAT ile %77 Brucella pozitifligi belirleyerek STAT 1n,
RBPT yonteminden daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. Bu tezde Brucella varhigi
oncelikle RBPT kullanilarak arastirildi. 656 serum 6rneginden 45°nin (%6.85) pozitif
oldugu gozlendi (Cizelge 3.1; Sekil 3.1). Ardindan RBPT ile pozitif reaksiyon veren

45 serum O0rnegi STAT ile analiz edildi. 45 serum O6rneginin 41°inde 1/80 ve lizeri
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antikor titresi belirlendi. Bu tezde 6rnekleme yapilan bolgede Brucella seropozitifligi
41/656 (%6.25) olarak tespit edildi (Cizelge 3.2). Pozitif olarak belirlenen sigirlarin
yetistiricilerine geri bildirim yapildiginda, uzun siiredir abort ve dél tutmama sorunu

yasayan bu sigirlarin tamamin kesildigi, 61diigii veya satildig: bilgisi alind1.

Ulkemizde hayvanlarda goriilen Brucella etkenlerinin varliginin tespitine
yonelik yapilan ¢alismalarda seropozitiflik sigirlarda %3.56 ve koyunlarda %1.26
olarak belirlenir iken, iller bazinda seropozitifligin %0-10 arasinda degistigi rapor
edilmistir (Yumuk ve Callaghan 2012). Sigirlarda Brucella seroprevalansi Kars’ta
%32.92 (Sahin ve ark. 2008) ve %34.78 (Aslantas ve Babiir 2000), Diyarbakir’da
%2.9 (Arserim ve ark. 2012), Erzurum’da %11.7 (Ogutman 1972) ve Burdur’da
%6.8 (Pehlivanoglu ve ark. 2011) olarak belirlenmistir. Insanlarda ise bu oranlar
1990 yilinda Ankara, Antalya, Bursa, Diyarbakir, Erzurum, Istanbul, Izmir, Konya
ve Sivas’ta %1.8-6 arasinda degisen oranlarda oldugu tespit edilmistir (Cetin ve ark.
1990). Insanlarda 1991-2012 yillar1 arasinda yapilan seroprevalans c¢alismalari
incelendiginde Denizli’de %6.5 (Kaleli ve ark. 1999), Afyon’da %4.8 (Cetinkaya ve
ark. 2005), Malatya’da %1.61-2.86 (Durmaz ve ark. 1997), Kars’ta %16.42 (Otlu ve
ark. 2008), Kayseri’de %3.4 (Cetinkaya ve ark. 2006), Bolu’da %1.3 (Karabay ve
ark. 2004), Diyarbakir’da %35.2 (Arserim ve ark. 2012) olarak tespit edilmistir.

Brucellozis vakalarinin bu tez kapsaminda 6rnekleme yapilan odaklardan biri
olan Kirikkale ilinde; insanlarda %3 (Apan ve ark. 2007) ve %45 (Askar ve ark.
2013), sigirlarda %2.67 (Apan ve ark. 2007), %13.82 (Yildiz ve ark. 2009) ve %19
(Ocal ve ark 2008, Askar ve ark. 2013), koyunlarda %8.73 (Apan ve ark. 2007) ve
%5.1 (Askar ve ark. 2013) oranlarinda seropozitiflik belirlenmistir.

Apan ve ark. (2007) Kirikkale’de 301 sigir ve 503 koyun serumu kullanilarak
yaptiklar1 ¢alismada, brusellozis oram1 RBPT ve STAT ile %6.47 olarak
belirlemislerdir. Bu tezde RBPT ile belirlenen %6.85 ve STAT ile belirlenen
%6.25’lik seropozitiflik oranlar1 Apan ve ark. (2007) yapmis oldugu c¢aligmanin
sonuglarina yakmdir. Iki c¢alisma dénemi arasinda gecen siirede Brucella
yaygihiginda degiskenlik olmadigi acikga goriilmektedir. Ocal ve ark. (2008)
Kirikkale’de yaptiklar1 ¢caligmalarinda 100 siit sigirinda Brusellozis oraninin STAT
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ile %19 oldugunu rapor etmislerdir. Askar ve ark. (2013) Kirikkale’de 214 koyun,
100 siit sigir1 ve bunlarm yetistiricilerinden topladiklari serum 6rneklerinde, sigirlar
arasinda RBPT ile %43’iinde Brucella spesifik antikorlarin varligni belirlemislerdir.
RBPT pozitif orneklerin antikor titrelerini STAT ile incelediklerinde, sigirlarda
seropozitifligi %19 olarak tespit etmislerdir. Ocal ve ark. (2008) ve Askar ve ark.
(2013) yaptiklar1 ¢aligmalarinda 1/40 ve lizeri titreyi pozitif olarak kabul etmiglerdir.
Asisiz sigirlarda agliitinasyon 1/40’a kadar diliisyonlarda varsa siipheli, 1/40 ve
yukar1 diliisyonlarda ise seropozitif olarak kabul edilmekle birlikte, asili sigirlarda
1/80 ve iizeri diliisyonlarin pozitif olarak kabul edildigi rapor edilmistir (Ongor 1999,
Aydm 2006).

Bu tezde belirlenen Brucella seropozitiflik oranlarmm Ocal ve ark. (2008) ve
Askar ve ark. (2013) yaptiklar1 caligmalara gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Elde edilen sonuglara gore Ocal ve ark. (2008), Askar ve ark. (2013) sonuglarmin
yiiksek olmasmin ilk nedeni; yapilan ¢alismalarda bu teze oranla smirl bir bolgede
ornekleme yapilmis olmasi oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci neden arastiricilarin
pozitif olarak kabul ettikleri titre seviyesinin (1/40), bu tezde kabul edilen 1/80
oranma gore bir alt sulandirma basamaginda olmasi nedeni ile daha fazla 6rnegi
pozitif olarak degerlendirmelerinden kaynaklanmaktadir. Ulkemizde Gida, Tarmm ve
Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan yiiriitiilen Brucellozis ile miicadele programi
kapsaminda 2011 yilina kadar sadece 3-6 aylik yastaki disi siirlar her yil Brucella
S19 asis1 ile asilanmistir. 2011 yilindan itibaren ise 3 aylik yastan biiyiik tim disi
sigirlarin her y1l Brucella S19 asis1 ile asilanmasina karar verilmistir. Bu tiir ulusal
capta ve programli asilamanin yapildig1 bir iilkede, rastgele ornekleme metotu
kullanilan serolojik arastirmalarda asiya bagl yanls pozitifliklerin 6niine gecebilmek
icin 1/80 ve iizeri titrenin pozitif olarak belirlenmesinin daha giivenilir oldugu

spekiile edilmektedir.

Corum ve Yozgat illerinde insan ve hayvanlarda epidemiyolojik caligmalar
acisindan bosluk oldugu goriilmekte, bu tez ile elde edilen verilerin ilerleyen
donemde yapilacak daha kapsamli seroepidemiyolojik arastirmalar i¢in kaynak
olacagi ve planlanacak asilama programlarma yon verecek veri niteliginde oldugu

diistiniilmektedir.
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Avrupa Birligi iilkelerinde BVDV eradikasyonu icin ¢alismalar yapilan viral
etkenler arasinda yer alir ve uygulanan programlar ile basarili sonuglar alinmaya
baslanmustir (Lindberg ve ark. 2006). Ulkemizde ise BVDYV ile miicadele icin Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan gelistirilmis bir kontrol ve eradikasyon
programi bulunmamaktadir. Diinyada yapilan bir¢ok ¢alisma sonucu ortalama %60-
85 seropozitiflikle seyreden BVDV i¢in, iilkemizde seropozitif sigir varligmin
%44.09-86 oldugu bildirilmistir (Burgu ve ark. 1999, Yavru ve ark. 2005, Tan ve
ark. 2006a, Yildirim ve ark. 2011, Oztiirk ve ark. 2012, Aver ve Yavru 2013).

Simsek ve Oztiirk (1997) klinik olarak saglikli sigirlardan alman serum
orneklerinde BVDV’ye spesifik antikor varliimi serum notralizasyon testi ile
incelemisler ve %79.5 (113/142) seropozitiflik tespit etmislerdir. Oztiirk ve ark.
(2012) Burdur’da bakteriyel ve viral abort etkenlerin sigir isletmelerinde varligini
arastirdiklarinda, B. abortus, C. burnetii ve C. abortus negatif olarak belirledikleri 92
sigirdan 75’inin (%81.5) BVDV seropozitif oldugunu rapor etmislerdir. Avel ve
Yavru (2013) Konya’da siit si@irciligi yapilan bir isletmede 450 adet serum
orneginde ELISA ile %46.22 oraninda BVDV’ye spesifik antikor varligi oldugunu
tespit etmigslerdir. Kirikkale’de pestiviriislerin = varliginin  tespitine  yonelik
calismalarda koyunlara ait serum Orneklerinde %74.51 ve isletme bazinda %8.4-100
degisen oranlarda seroprevalans tespit edilir iken, tam kan orneklerinde RT-PZR ile
%4.37 pestiviriis antijeni belirlenmistir (Azkur ve ark. 2011). Azkur ve ark. (2013a)
yaptiklar1 calismada yine Kirikkale’de BVDV seroprevalansint %86.6 olarak
bildirmislerdir.

Bu tezde 615 sigirdan 436’sinda (%70.89) BVDV antikor varligi belirlendi
(Cizelge 3.3). BVDV seropozitifligi iller bazinda incelediginde; Ankara (%43.02),
Corum (%7.05), Kirikkale (%86.57), Yozgat (%97.46) olarak tespit edildi (Cizelge
3.5). Kirikkale’de ve tez kapsaminda ornek alman illere yakin bolgelerde yapilan
arastirmalar bu tezde elde edilen %70.89 oranindaki seroprevalansit destekler
niteliktedir. Kirikkale ve Yozgat’ta belirlenen %386.57 ve %97.46 pozitiflik
oranlarinin yiiksek olmasmin nedeni olarak yapilan ornekleme i¢cin halk eli ile
geleneksel yontemler kullanilarak yetistiricilik yapilmaya calisilan ¢ok sayida

isletmenin se¢ilmis olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Tez kapsaminda
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ornekleme yapilan isletmelerde yetistirilen sigirlarin saglik kontrolleri, hastalik
takipleri ve tedavilerinin yeterli diizeyde yapilmadigi, bunun yaninda isletmeye
hayvan girig-¢ikiglarmin  kontrolsiiz  oldugu ve isletmelerin bakim ve
dezenfeksiyonuna O6nem gosterilmedigi yetistiriciler ile yapilan goriigmeler ile
ogrenilmistir. Kirikkale ve Yozgat’ta Ornekleme yapilan isletmelerin bu durumu
dikkate alindiginda siirekli olarak enfeksiydz ajanlara maruz kalan sigirlarda tespit
edilen yliksek BVDV seroprevalansinin normal oldugu anlasilmaktadir. Ankara ve
Corum’da ise belirlenen %43.02 ve %7.05 seropoziriflik oranlarinin diisiik olmasmin
veteriner hekim kontroliinde entansif yetistiricilik yapilan isletmelerden 6rnekleme

yapilmasidan kaynaklandig diistiniilmektedir.

BVDV antijeni nazal akinti, pek ¢ok doku ve organ ile tam kan 6rneklerinde
belirlenebilmektedir (Bruschke ve ark. 1998). Bu tezde 506 sigira ait tam kan
orneginde BVDV antijenin varligr antijen ELISA ve RT-PZR ile arastirildi.
BVDV’nin 5'UTR bolgesini hedef alarak dizayn edilen, 324/326 primerleri (Cizelge
2.3) ile nested RT-PZR nin ilk roundu kuruldu. ilk round RT-PZR ile 506 tam kan
orneginin 18’inde (%3.55) BVDV genom varlig1 tespit edildi (Sekil 3.4, Cizelge
3.6). BVDV alt tipleri BVDV la-1b ve 2’nin PZR ile belirlenmesi i¢in 1AF-1ABR,
IBF-1ABR ve B5-B6 primer ciftleri (Cizelge 2.3) kullanildiginda istenilen
biiytikliikte band tespit edilemedi. Sarikaya ve ark. (2012) Kirikkale ve ¢evresinde
sigirlarda BVDV tespiti ve genetik karakterizasyonu i¢in tam kan Orneklerinde
%0.625 oraninda BVDV-la ve %7.5 oraninda BVDV-2 belirlemislerdir. Bir¢ok
iilkede yapilan ¢alismalarda sigirlarda BVDV’nin 1-2 ve HoBi-like viriis olmak
lizere ii¢ ana alt tipi rapor edilmistir (Bauermann ve ark. 2013). ilaveten yapilan
bolgesel epidemiyolojik ¢alismalar ile BVDV-1’nin en az 16 (a, bl; b2; c; d; e; f; g;
h; 1; j; k; 1; m; n; o) ve BVDV-2’nin 5 (a, b, ¢, d, e) genetik alttipinin varlig1
bildirilmistir (Baker ve ark. 1954, Vilcek ve ark. 2001, Barros ve ark. 2006,
Giangaspero ve ark. 2008, Giangaspero ve Harasawa 2014). Ulkemizde yapilan iki
ayr1 calismada BVDV-1a, 1b, 1d, 1f, 1h, 1g ve BVDV 2a’nin bulundugu rapor
edilmistir (Yesilbag ve ark. 2008, Oguzoglu ve ark. 2010). Bu iki calisma ile
Kirikkale ilinde Sarikaya ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismanin aksine, tezde
nested RT-PZR ile BVDV alt tipleri belirlenememistir. Bunun nedeni olarak bolgede
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sirkiile olan virlisin BVDV 1a, 1b ve 2 disindaki alt tiplerden biri olma ihtimali

diistiniilmektedir.

Bu tezde ilk round RT-PZR sonucu elde edilen PZR iiriinlerine DNA dizi
analizi yapilarak gen bankasma kaydedildi. Bunlar; 119-KF425303, 74-KF434627,
60-KF434625, 62-KF434626, 32-KF434623, 24-KF434622, 22-KF434621, 20-
KF434620, 14-KF434618, 16-KF434619, 12-KF425300, 45-KF425299, 413-
KF425302, 414- KF425301, 90- KF434630, 84-KF434629, 81-KF434628, 42-
KF434624 (Sekil 3.6). Bu tezde elde edilen dizilimler ile gen bankasinda kayitl
farkl1 BVDV dizilimlerinin filogenetik analizi ve niikleotid uzakliklar1 karsilastirildi.
Bu analizler sonucunda belirlenen gen dizilerinin genel olarak BVDV-1 karakterinde
oldugu, bunun yaninda Kirikkale’de ve Tiirkiye’de sirkiile oldugu tespit edilen

viriislere yakin oldugu belirlendi (Sekil 3.6, Cizelge 3.7).

BVDV’nin fotal-plasental bariyeri gecerek fotusu enfekte ettigi bircok
calisma ile belirlenmistir. Enfeksiyon ncp BVDV ile gebeligin ilk trimesterinde
gerceklesirse dogan buzagilar hayat boyu persiste enfekte olurlar. PE hayvanlarda
BVDV’ye spesifik antikor cevap gelismedigi gibi siirekli ¢evreye viriis sacildigi
rapor edilmistir (OIE 2008, Hilbe ve ark. 2007). Yapilan caligmalarda farkli
iilkelerde PE sigir varligi 9%0.5-2 arasinda degistigi bildirilmistir (Houe 1999).
Ulkemizde PE sigir varlig1 %0.07-4.9 olarak rapor edilmistir (Burgu ve ark. 2003,
Tan ve ark. 2006a). Bu tezde RT-PZR ile incelenen 506 6rnekten 18’inde (%3.55)
antijen varlig1 tespit edilmesine ragmen, PE sigirlarin tespit edilmesi icin BVDV
antijen pozitif si@irlardan tekrar bir 6rnekleme yapilamamistir. Bunun nedeni antijen
pozitif sigirlarin sahiplerine geri doniis saglandiginda pozitif sigirlarin kesilmis veya

satilmis olmasidir.

Bulut ve Yavru (2004) klinik olarak saglikli sigirlara ait 100 serum 6rneginde
BHV-1 antikor varligmi ELISA ile %23 ve serum notralizasyon ile %14 olarak
belirlemiglerdir. Cabalar ve Akca (1994) fertilite problemli ineklerde BHV-1
seropozitifligini %68.1 olarak bildirmislerdir. Bulut ve ark. (2003) dol tutmayan
ineklerde BHV-1’e spesifik antikor varligini ELISA ile 120 sigirm 85’inde (%70.8)
bildirmislerdir. Yildirim ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada, abort yapan sigirlardan
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topladiklar1  serum  Orneklerinde BHV-1  seropozitifligini = %61.4  olarak
belirlemislerdir. Oztiirk ve ark. (2012) ise Burdur’da abort sorunu yasayan ineklerde

%43.5 (40/92) oraninda BHV-1 seropozitifligi rapor etmislerdir.
girap

Bu tezde serum Orneklerinde BHV-1’e spesifik antikor varlig1 incelenirken,
ornekleme yapilan isletmelerde olas1 gE marker as1 kullanimi g6z Oniine alinarak,
asi-dogal enfeksiyon ayriminin yapilabilmesi i¢in ticari BHV-1 gE ELISA kullanildi.
Ornekleme yapilan 15 aylik yastan bilyiik 615 sigirm 254’iinde (%41.3) BHV-1’¢
spesifik antikorlar tespit edildi (Cizelge 3.3). iller bazinda seropozitiflik oranlar
incelendiginde BHV-1’e spesifik antikor varligi; Ankara (%2.23), Kirikkale
(%51.78), Yozgat (%79.74) olarak belirlenir iken, Corum’da Ornekleme yapilan
popiilasyonda BHV-1 antikoru tespit edilememistir (Cizelge 3.5).

BHV-1 enfeksiyonlari lizerine etkisi olan faktorler igerisinde siirii biiytikliigt
yaninda kontrolsiiz hayvan hareketleri, yas ve cinsiyet sayilmaktadir. Yasin
artmastyla birlikte enfeksiyona yakalanma oranmin da artigi rapor edilmistir
(Boelaert ve ark. 2005). Yavru ve ark. (2005) sigirlarda solunum kanalin1 etkileyen
viral etkenleri inceledikleri calismada 254 serumda %57.8 oraninda pozitiflik
belirlemiglerdir. Elde ettikleri verilerde cinsiyet ve wk arasindaki korelasyona
baktiklar1 zaman BHV-1 seropozitiflik oranina etkisinin olmadigin belirlemislerdir.
Ayni ¢alismada yasin etkisi incelendiginde eriskin siirlarda buzagilara oranla daha
yliksek BHV-1 seropozitifligi tespit etmislerdir. Bu tezde drnekleme icin 15 aylik ve
iizeri yastaki ineklerin secilmesi elde edilen seropozitiflik oranm etkiledigi

diistiniilmektedir.

BHV-1 antikor pozitif 6rneklerde BHV-1 antijeni varligr gB ve gE gen
bolgelerine 6zgii primer ciftleri (Cizelge 2.4) kullanilarak PZR ile belirlenmeye
calisildi. Fuchs ve ark. (1999) dogal enfekte sigir kaninda, gB, gE ve gC gen spesifik
primerleri kullanarak BHV-1 antijeni varligmi PZR ile arastirmiglardir. Sonug olarak
BHV-1 antijeninin belirlenmesinde en duyarli yontem olarak gE daha sonra gB
primeri kullanilan PZR’yi belirlemislerdir. Bu tezde ise Fuchs ve ark. (1999) aksine
pozitif kontrol viriis ve tam kan 6rneklerinde gE primerleri kullanilan PZR ile kesin

sonu¢ olarak kullanilamayacak nitelikte, zayif bant olusturdugu belirlendi (Bilgi
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gosterilmedi). Bu nedenle hatali sonuglarin 6niine gegmek amaci ile tiim 6rnekler gB
gen bolgesine 6zgli gB1/gB2 primeri ile test edildiginde, 254 sigira ait tam kan
orneginin sadece bir tanesinde (%0.39) BHV-1 viral antijeni tespit edildi (Cizelge
3.6, Sekil 3.5).

Yapilan literatiir taramas1 sonucu gen bankasina kayitlt Tirkiye’de sirkiile
olan BHV-1 viriisiiniin gen dizilimi bulunmamaktadir. Bu tezde BHV-1 gB geninin
kismi dizi analizi yapilarak elde edilen gen dizisi KF716130.1 no ile Tiirkiye’de ilk
defa uluslararas1 gen bankasina kayit edildi. Yapilan karsilastirmali filogenetik analiz
ile KF716130.1’in Hindistan’ da 2013 yilinda bildirilen KC479143.1, KC479146.1,
KC479149 kismi BHV-1 gB gen dizilerine yakin oldugu tespit edildi (Sekil 3.7). Bu
tez ile Tirkiye’de ve bolgemizde sirkiile olan BHV-1’in genetik karakterinin

belirlenmesi, yapilacak daha kapsamli ¢caligmalara 151k tutacag: diisiiniilmektedir.

BHV-1 ve BHV-5 arasinda yakin iliski, gB ve gD sekans dizilerine dayali
filogenetik ¢alismalar ile gosterilmistir (Ros ve Belak 1999). BHV-1 ve BHV-5
capraz noétralizan antikorlar1 her iki enfeksiyonda gelismektedir (Cascio ve ark.
1999). BHV-5 i¢in ticari ELISA kiti bulunmamaktadir. Bu tezde BHV-1 antikor
ELISA pozitif 254 sigirlara ait tam kan 6rneginde, BHV-5 antijen varliginin tespiti
icin, BHV-5 gD1/gD2 (Cizelge 3.6) primer ¢iftleri PZR’de kullanildi. Hicbir 6rnekte

beklenen biiyiikliikte amplikon varligi gézlenmedi.

Del Médico Zajac ve ark. (2010) 6 ayliga kadar yasta olan buzagilarin,
yetigkin sigirlara oranla BHV-5’e daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. BHV-5’in
sinir sisteminde, beyin dokusunda, traheal ve nazal mukozada latent kaldig1
belirlenmistir (Wild ve ark. 1998, Meyer ve ark. 2001, Perez ve ark. 2002). Bu tezde
tam kan Orneklerinde BHV-5 antijeni tespit edilememesinin ilk nedeni olarak
enfeksiyona duyarli oldugu bildirilen geng sigirlar yerine, 6rneklerin 15 yas ve {isti
yetigkin sigirlardan toplanmasi, ikinci neden olarak 6rnek toplanma aninda viriisiin

latent oldugu boylece kandan tespitinin ger¢ceklesemedigi diisiiniilmektedir.

BHV-1 varligmmn ve seroprevalansmnin belirlenmesine yonelik pek c¢ok
calisma bulunmasina ragmen, antijenik ve genetik olarak yiiksek benzerlige sahip

BHV-5 iizerine literatiire kayith heniiz bir calisma bulunmamaktadir. Bunun en
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onemli nedenin Tiirkiye’de, BHV-5’in neden olabildigi ekonomik kayiplarin
miktarmin tam olarak bilinmemesidir. Yapilacak daha genis kapsamli calismalar
sayesinde iilkemizin farkli bdlgelerinde o6zellikle suni tohumlama istasyonlarinda
kullanilan bogalarda BHV-1 yaninda BHV-5’in varliginin ortaya konularak, gergek

seroprevalansinin belirlenerek literatiirdeki boslugun giderilmesi 6nerilmektedir.

BHV-4 varligi solunum, sindirim, genital sistem bozukluklar1 ve deri
lezyonlar1 gibi farkli klinik semptomlar gdsteren sigirlarda bildirilmistir (Graham ve
ark. 2005, Monge ve ark. 2006). Yapilan ¢alismalarda BHV-4 antikor varhig: ile
abort, dol tutmama ve metritis gibi fertilite problemleri arasinda yakin bir iligkinin
oldugu rapor edilmistir (Kirkbride 1992, Czaplicki ve Thiry 1998, Frazier ve ark.
2001, Monge ve ark 2006). BHV-4 enfeksiyonlarinin Amerika (Mohanty ve ark.
1971), Misir (House ve ark. 1990), Ispanya (Monge ve ark. 2006), Israil (Fridgut ve
Stram 2006), Belgika (van Opdenbosch ve ark. 1988), Japonya (Yoshima ve ark.
2005), Swibistan (Nikolin ve ark. 2007), Kuzey Irlanda (Graham ve ark. 2005),
Hollanda (Metzler ve Wyler 1986), Bati Almanya (Truman ve ark. 1986), Cek
Cumhuriyeti (Fichtelova ve Kovarcik 2010) gibi birgok iilkede sigirlarda %30-84.37

arasinda degisen oranlarda seropozitiflik ile seyrettigi rapor edilmistir.

Ulkemizde ise BHV-4 enfeksiyonunun seroprevalansina dair yapilan
calismalar sonucunda abort ve dol tutmama gibi lireme sorunlar1 yasayan sigirlarda
seropozitifligin yaklasik %20.22-69.6 arasinda oldugu rapor edilmistir. Bu oran iller
bazinda incelendiginde Balikesir, Bursa, Kirklareli, Mugla, Kirsehir ve Eskisehir’de
%33.1-69.6 (Bilge Dagalp ve ark. 2007), Afyonkarahisar ve Aydin’da %?24.7-69
(Giir ve Dogan 2010), Kars’ta %29.3 (Yildirim ve ark. 2011), Burdur’da %53.7
(Kale ve ark. 2011), Konya’da %20.22 (Avci ve Yavru 2013) seklinde belirlenmistir.
Tez kapsaminda O0rnekleme yapilan illerde BHV-4 seroprevalansin belirlenmesine
yonelik heniiz literatiirde mevcut olan bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu tezde iller
bazinda BHV-4 seropozitifligi Ankara (%24.41), Kirikkale (%29.31), Yozgat
(%62.02) olarak tespit edilirken Corum’da 6rnekleme yapilan sigirlarda BHV-4’e

spesifik antikor varligina rastlanmamistir (Cizelge 3.5).
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Bilge Dagalp ve ark. (2007) metritis sorunu olan, abort ve dol tutmama
semptomlar1 gozlenen sigirlarda %54.27 (476/877) oraninda BHV-4’e spesifik
antikorlarm varligini tespit etmislerdir. Glir ve Dogan (2010) dol tutma sorunu
bulunan sigirlarda BHV-4 seropozitifliginin  %44.3 (121/273) oldugunu rapor
etmiglerdir. Kale ve ark. (2011) 162 adet dol tutmama sorunu yasayan sigirda
%353.70 oraninda BHV-4 seropozitifligi tespit etmislerdir. Yildirim ve ark. (2011)
abort yapan sigirlardan aldiklar1 numunelerde ELISA ile BHV-4’e karsi %29.3
(41/140) oraninda seropozitiflik belirlemislerdir. Oztiirk ve ark. (2012) Burdur’da
abort yapmig sigwlarda BHV-4 seroprevalansmi  %42.4 (39/92) olarak
belirlemiglerdir. Bu tezde ise BHV-4’e spesifik antikorlarin varligi 615 sigirin
177’sinde (%28.78) belirlendi (Cizelge 3.3).

Monge ve ark. (2006) BHV-4 gB gen bdlgesi hedef alman primerler
kullanarak PZR ile metritis semptomu gozlenen 12 sigirm 8’inde BHV-4 antijenini
plasenta, uterus igerigi ve kan 6rneklerinde belirledikleri ¢calismada, 8 pozitif 6rnegin
2’sini kandan tespit etmislerdir. Bilge Dagalp ve ark. (2007) metritis semptomu
goriilen 55 sigira ait vajinal akmtilarmm 16’sinda PZR ile BHV-4 antijeni
belirlemiglerdir. Bu tezde BHV-4 antikor ELISA pozitif 114 sigira ait tam kan
orneklerinden DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen DNA o6rneklerinde BHV-4
antijen varhigt Wellenberg ve ark. (2001) tarafindan bildirilen gB1/gB2 primer
ciftleri (Cizelge 2.4) kullanilarak PZR ile test edildi. PZR sonrasinda elde edilen
irlinler agaroz jelde UV altinda goriintiilendi ve orneklerde beklenen biiyiikliikte

band gozlenmedi (Cizelge 3.6).

Yildirim ve ark. (2011) ikili antikor analizinde BHV-1/BVDV oranin1 %23.6
ve BHV-1/BHV-4 oranini %6.4 olarak rapor etmislerdir. Oztiirk ve ark. (2012)
BHV-1, BVDV ve BHV-4’iin karsilastirmali seropozitiflik analizinde en yiiksek
oran1 % 40.2 ile BHV-1/BVDV ikilisinde belirlemistir. Avct ve Yavru (2013) benzer
calismada BHV-1’in tekli seropozitifligini %72.88 olarak belirler iken, BHV-1’in
BVDV ve BHV-4 ile ikili karsilastirmasinda yine en yiliksek oranin BHV-1/BVDV
ikilisinde %33.33 olarak tespit etmislerdir. Bu tezde incelenen BHV-1, BVDV ve
BHV-4 i¢in yalnizca tek enfeksiyona karsi olusan spesifik antikorlar BHV-1 i¢in;
615 ornegin 12’sinde (%1.95), BVDV i¢in; 615 6rnegin 156’sinda (%25.36), BHV-4
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icin; 615 Ornegin 20’sinde (3.25) belirlendi. Bunun yaninda 615 G6rnegin 11’inde
(%18.04) aym1 anda ii¢ etkene spesifik antikor varligir belirlenirken, 143’iinde
(%23.25) daha once bu etkenler ile hi¢ karsilasmadigi anlasildi (Cizelge 3.4). BHV-
I’in BVDV ve BHV-4 ile ikili seropozitiflikleri karsilastirildiginda, ayni1 anda iki
viriise ait spesifik antikorlar BHV-1/BVDV arasinda %20.65, BHV-1/BHV-4
arasinda %0.65 ve BHV-4/BVDV arasinda %6.82 olarak tespit edildi (Cizelge 3.4)
Bu sonuca géore BVDV’in abort ve/veya dol tutmamada ana etken olabilecegi gibi,
BVDV’nin BHV-1 ile birlikte klinik vakalarda etkin rol oynadigi spekiile
edilmektedir.

Sigirlarda kan parametrelerinde gozlenen farkliliklar enfeksiydz ajanlar
yaninda mekanik (sigirlarin transportu, buzagilarin dogum sekli, kan 6rneklerinin
saklanma kosullar1 ve farkli analiz cihazlari), fizyolojik (irk, yas, beslenme, gebelik
vb.) ve kimyasal faktorlere bagli olarak meydana gelebilmektedir (Azkur ve ark.

2013a).

Dénicke ve ark. (2012) gebe sigirlarda ve buzagilarinda rasyona katilan
konjuge linoleik yag asitleri gibi maddelerin hematokrit, 16kosit, monosit ve nétrofil
oranlarinda dislise, eozinofil oraninda artisa neden oldugunu belirlemislerdir.
Ciaramella ve ark. (2005) 100 adet klinik olarak normal goriiniimlii, sagilmayan ve
yaslar1 2-14 yas arasinda de§isen Akdeniz mandalarinda (bubalus bubalis)
hematolojik profili incelemislerdir. Gen¢ Akdeniz mandalarinda 6l¢iilen MCHC ve
MCH degerlerinin yashlara oranla daha az oldugu, 8 yas ve iistli mandalarda ise
lenfosit miktarmin diger yas gruplarina gore diisiik oldugu rapor edilmistir. Brun-
Hansen ve ark. (2006) buzagilar ve yetiskin sigirlarda belirlenen hematolojik
parametrelere yasin etkilerini incelemislerdir. Bu amagla 15 klinik olarak saglikli
yeni dogan buzagidan ilk 5 haftalik yasa kadar haftalik olarak, 5 haftalik yastan sonra
6 aylik yasa kadar aylik olarak kan degerleri analiz edilmistir. Daha sonra elde edilen
verileri ayni siirlide bulunan ve kontrol grubu olarak secilen 75 yetiskin sigirm kan
degerleri ile karsilastirmislardir. Sonug¢ olarak buzagilarin dogumlarini takiben ilk 6
aylik periyotta yetiskin siirlara oranla MCV’nin diisiik, RBC’nin yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Buzagilarda dogum sonras1 ilk 5 haftada MCHC degerinin diisiik

oldugu, sonraki haftalarda yetiskin sigirlarin diizeyine yiikseldigi tespit edilmistir.
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Benzer sekilde lenfosit ve monosit degerlerinin dogumdan sonraki ilk haftalarda
yapilan Olgiimlerde diisiik oldugu fakat ilerleyen donemde yetiskin sigirlarin
degerlerine yiikseldigi anlasilmigtir. Trombosit seviyesinin buzagilarda dogumdan
sonraki 19-21 haftalik donemde yetiskin sigirlara oranla fazla oldugunu rapor
etmislerdir. Ohtsuka ve ark. (2009) WBC, CD3"TcR N12~ ve CD3"TcRI'NI12" T ile
MHC II'CD14 B hiicrelerine yasmn ve gebeligin etkisini klinik olarak saglikli
goriinimli 170 siit sigirinda arastrmiglardir. Bu amacla sigirlar1 buzagilama ve
gebelik sayilarma gore (ilk, 2. 3. 4.) dort gruba aywrdiklarinda, ilk buzagilama
yasinda olan gebe ineklerin dogumdan 6nce 40-60 giinliik donemde, WBC oraninin
yash ineklere gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Yaslh ineklerde, tespit
edilen diisiik y8T ve B hiicre miktar1 nedeni ile buzagilama oncesi gen¢ sigirlara
oranla enfeksiyonlara karsi duyarli olduklar1 ve bu donemde daha fazla 6zen
gosterilmesi gerektigi rapor edilmistir. Ohtsuka ve ark. (2011) 1 giin-14 hafta
arasinda yastaki 105 siyah japon (black japan, JB) ve 95 holstein irk1 buzagida yas ve
rk degiskenlerinin 16kosit popiilasyonu iizerine etkisini incelemislerdir. Siyah japon
irk1 buzagilarda CD3'TcR1'N12" T ve MHC II'CD14" B hiicrelerin 4-6 ve 8-10
haftalik holstein buzagilara gore daha diisiik oldugunu akis (flow) sitometri cithazi
kullanilarak tespit etmiglerdir. Siyah japon buzagilarin diisiik yOT hiicre oran1 nedeni
ile enfeksiyonlara karsi holstein ki buzagilara gore daha duyarli oldugunu
bildirmiglerdir. Akinbamijo ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada farkli sigir rklarinda
Trypanosoma congolense enfestasyonu ardindan meydana gelen hematolojik
parametrelerdeki degisiklikleri incelemislerdir. Yaslar1 1-2 arasinda degisen 16
N’Dama ve 20 Gobra Zebu sigirinda enfestasyon dncesinde RBC ve Hb degerlerinin
N’Dama sigirlarinda yiiksek, MCV ve MCH degerlerinin diisikk oldugunu
belirlemislerdir. Enfestasyon sonrasi Gobra-Zebu wkinda, N’Dama 1rkina oranla
MCV ve MCH’nin daha fazla yiikseldigi, MCHC’nin ise daha fazla azaldig: tespit
edilmistir. Ayni ¢alismada her iki sigir wkinda RBC ve Hb’nin azaldigi

belirlenmistir.

Litwinczuk ve ark. (2009) mevsim farkliliklarinin buzagilarda hematolojik
profil iizerine etkilerini arastrmislardir. Bu amag ile sonbahar aylarinda (ekim-
aralik) mezbahada kesilen 20 buzagiya ait HCT, RBC ve MCV degerlerinin yaz
aylarinda (haziran-agustos) kesilen 22 buzagiya gore yiiksek, MCH ve MCHC
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degerlerinin ise diisiik oldugu belirlenmisti. WBC ve LYM% degerlerinin yaz
aylarinda, sonbahar aylarma oranla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ilaveten
hemoglobin miktarmda mevsim farkliligimmin herhangi bir etkisinin olmadigmi
bildirmiglerdir. Marchesini ve ark. (2013) sigirlarda metabolik bir hastalik olan
asidozisin kan parametrelerine etkilerini incelemislerdir. Fazla karbonhidrat iceren
diyet ile beslenerek asidozis meydana gelen sigirlarda hemoglobin, hematokrit ve

trombosit miktarlarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu rapor edilmistir.

Hulbert ve ark. (2011) transportun innate immiine yanit iizerine etkilerini
incelemislerdir. Bu amag¢ icin Brahman wki bogalar1 24, 48, 96 saatlik tasima
periyodu ardindan sakin ve huysuz karakterli olarak gruplandirmiglardir. Transport
sonras1 48. saatte huysuz karakterli bogalarda notrofillerin L selektin agiklanmasinin,
fagositik ve oksidatif yanma aktivasyonun sakin huylu bogalara oranla artis meydana
geldigini saptamislardir. Ayn1 zamanda her iki sigir wkinda 48. saatte glukoz,
kortizol ve TNF-a seviyeside artis olur iken, 96. saatte notrofil fagositozu, oksidatif
yanma ve hiicre adezyon molekiillerinin sakin karakterli bogalarda arttig:
belirlenmistir. Bu tezde 15 aylik yastan biiyiik ineklerde sadece enfeksiyon durumlar1
g0z Oniine alinmistir. Beslenme, rasyon durumu, irk, gebelik, mevsim, hayvanin
karakteri ve transport durumlar1 dikkate alimmamistir. Buna ragmen kan
parametrelerine rk etkisinin gézlendigi en belirgin farklilik, Kirikkale’de bulunan bir
isletmede yetistirilen Holstein irk1 ineklerden toplanarak 54-81 arasinda numara ile
kodlanan kan oOrneklerinin analizi sonucu belirlenen PLT, MPV ve MCHC
degerlerinde tespit edilmistir (Sekil 3.10; Sekil 3.19; Sekil 3.20). PLT, MPV ve
MCHC’de belirlenen bu degisimin normal referans deger limitleri i¢inde oldugu ve
ayirict klinik tani igin yeterli diizeyde olmadig1 anlasilmaktadir. Ornekleme yapilan
Holstein 1rk1 ineklerin tez kapsaminda kan alinma tarihinden yaklasik 8-12 ay dnce
Amerika’dan getirildigi isletme sahibinden 6grenilmistir. Elde edilen bilgi ve tespit
edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, bu durumun daha detayli calismalar ile

incelenmesi gereken bir husus olabilecegi diistiniilmektedir.

Sigirlarda, fizyolojik, metabolizmal ve enfeksiyon etkenleri disinda
hematolojik parametrelere etki eden diger faktdrler; toplanan orneklerin saklanma

kosullari, kullanilan kan sayim cihazi modeli ve karsilagtirmali analizler icin
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kullanilan referans degerlerdeki farkliliklardir. Thedioha ve Onwubuche (2007) farkl
hayvan tiirlerinde ortam sicakligimin  hematolojik  parametrelere etkisini
arastirmislardir. Bu amag ile 36 sigir, 32 kec¢i ve 48 domuzdan toplanan kanlarin
analiz edilinceye kadar 5°C-30°C arasinda 24 saatten daha uzun siire muhafaza
edildiginde Hgb, RBC ve WBC parametrelerinde degisiklik olmadigi rapor
edilmistir. Bu tezde sigirlardan toplanan oOrnekler direkt olarak laboratuvara
getirilerek +4°C’deki buzdolabina konulmus ve ilk 4 saat igersinde hematolojik

parametrelerin 6l¢limii yapilmistir.

Riond ve ark. (2011) hematolojik parametreler dl¢iiliirken, farkli kan sayim
cithazlarmmin etkilerini arastrmuglardir. Buna gore sigwr, at, kopek ve kedi kan
orneklerinde WBC, RBC, Hgb, HCT, MCV, MCH, MCHC, PLT degerleri, Cell-Dyn
3500 (Abbott AG, Baar, Switzerland) ve pocH-1001V Diff (Sysmex Europe GmbH,
Hamburg, Germany) marka hemagrom cihazlar1 kullanildiginda képek MCV, Hgb ve
kedi PLT degerlerinde ayni kan oOrneklerinde cihazlara bagli olarak farkliliklar
belirlemislerdir. Deprez ve ark. (2009) sigir ve atlara ait kan orneklerinin analizinde
Coulter Counter (Model ZF, Coulter Electronics LTD, Harpenden Herts, England),
Vet ABC (ABX Diagnostics, Montpellier, France), pocH-100iV DIFF (Sysmex
Europe GmbH, Hamburg, Germany) ve Coulter LH 750 (Beckman Coulter) marka
farkli kan sayim cihazlar1 kullandiginda, cihazlara baglh olarak WBC, RBC, Hct, Hb
ve PLT degerlerinde anlamli istatistiksel farkliliklarin olustugunu rapor etmislerdir.
Bu tezde sigirlardan toplanan 360 tam kan O6rneginin MS9-3 hemogram cihazinda
analizi yapildi. Hastaliklarin tanisinda ve detayli kan parametrelerinin
incelenmesinde akis (flow) sitometri cihazinm kullanilmasi daha 6nemlidir. Insan
hekimliginde ve deneysel ¢alismalarda akis (flow) sitometri cihazi olmadan saglikl,
detayli ve bilimsel veri elde edilemedigi goriilmiistiir. Ne var ki tilkemizde veteriner
hekimlikte akis (flow) sitometrinin kullaniminda geri kalmmustir. Bu tez ile daha
kapsamli caligmalarin yapilmasi ve bilimsel etki faktorii yiiksek yayinlarin elde
edilmesi i¢in akis (flow) sitometri ile lenfosit alt tiplerinin incelenmesi gerekliligi ve

enfeksiyon modellerinde deneysel ¢aligmalarm kullanilmasi 6nerilmektedir.

Sigirlarda kan degerlerinin incelendigi calismalarda, yillar ve arastirma yapan

gruplara baglh olarak belirlenen referans kan degerlerinde degisiklikler olmaktadir.
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George ve ark. (2010) arastirmalarinda 1957 ve 2006 yillar1 arasinda sigirlarda
yapilan pek ¢ok Ol¢iim ile referans olarak tanimlanan degerlerin yillar i¢cinde siirekli
degisim gosterdigini tespit etmislerdir. Ilaveten ilk olarak 1957 yilinda Dr. Oscar
Schalm tarafindan yazilan “Veterinary Hematology” adli kitabin 2. baskisinda yer
verilen referans degerler ayni kitabin takibeden yillarda yayinlanan baskilarinda dahi
sirekli degisim gostermektedir (Schalm 1965, Schalm 1975, Jain 1986, Feldman
2000, Wood ve Quiroz-Rocha 2010).

Akut BVDV enfeksiyonlarinda viremi inokulasyondan sonra 3-9. giinler
arasinda sekillenmektedir. Bu donem igerisinde sigirlarda 16kosit, lenfosit, monosit
ve ndtrofil sayilarinda belirgin bir azalis gézlenmistir. Ayrica CD4" ve CD8™ T ve B
lenfositlerde enfeksiyondan sonra 3-6. gilinlerde diistis oldugu belirlenmistir (Molina
ve ark. 2014). Alsaad ve ark. (2012) BVDV ile enfekte buzagilarda RBC ve Hgb
degerlerinde anlamli bir degisiklik olmadigmni, buna ragmen MPV’nin enfekte
buzagilarda kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Brewoo
ve ark. (2007) BVDV PE ve PE olmayan onbes sigir1 gruplandirmiglardir. Yapilan
akis (flow) sitometri analizi ile T ve B lenfosit sayilarinda ve yiizdelerinde iki grup
arasinda fark olmadiginmi1 belirlemislerdir. Bunun yaninda notrofil graniilosit ve
monositlerin fagositik aktivitelerini karsilastirmali olarak incelediklerinde yine iki
grup arasinda farklilik olmadigni tespit etmislerdir. Bolin ve Ridpath (1992) ncp
BVDV-2 ile enfekte edilen buzagilarda l6kopeni, lenfopeni, trombositopeni ve
notropeni sekillendigini bildirmistir. Walz ve ark. (1999) BVDV-2 ile deneysel
enfekte buzagilarda enfeksiyondan sonra 7-12. giinler arasinda MPV, WBC ve
notrofil graniilosit seviyesinde dnemli diisiis oldugunu bildirmistir. Archambault ve
ark. (2000) BVDV-2 ile intranazal olarak deneysel enfekte ettikleri 16-18 aylik
yastaki buzagilarda enfeksiyondan sonra 0-12. giinlerde yapilan 6lgiimlerde 16kosit,
notrofil, lenfosit, monosit seviyelerinin azaldigini tespit etmislerdir. Walz ve ark.
(2001) BVDV-1 ve BVDV-2’nin buzagilarda trombosit kiimelenme fonksiyonlar1
iizerine etkilerini incelediklerinde yalnizca BVDV-2 ile enfekte olan grupta belirgin
bir farklilik oldugunu ve BVDV-1’in degisiklige neden olmadigini rapor etmislerdir.
Keller ve ark. (2006) buzagilarin ncp BVDV-2 enfeksiyonundan sonra 2-15.
giinlerde notrofil, lenfosit ve monosit degerlerinde azalma oldugunu rapor

etmiglerdir. Bolin ve ark. (1992), Walz ve ark. (1999), Archambault ve ark. (2000),
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Walz ve ark. (2001), Keller ve ark. (2006) tarafindan yapilan ve hematolojik
degerlerde farkliliklar tespit edilen deneysel enfeksiyon ¢alismalarinda, viriis olarak
BVDV-2 suslar1 kullanilmistir. Bu tezde ise ornekleme yapilan bolgede sirkiile
oldugu belirlenen viriisiin filogenetik analizi sonucu BVDV-1’e yakim oldugu tespit
edildi. Boylece bdlgede bulunan viriisiin parametrelerde anlamli degisikliklere neden

olmadig, diger calismalarin sonuglari ile uygunluk gostermektedir.

Kocatiirk ve ark. (2010) BVDV ile dogal enfekte 4-9 aylik geng sigirlarda
notropeni ve lokopeni yaninda RBC, Hgb, PLT ve MPV degerinde yiikselme ile
MCYV degerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Sarikaya ve ark. (2011) inaktif
BVDV asisinin buzagilarda uygulanmasinin WBC ve Lym degerlerinde degisiklige
neden olarak lokopeni ve lenfopeni tablosu sekillendirdigini rapor etmislerdir.
[laveten ayn1 ¢alismada RBC, Mon, N/Gr, PLT, MPV, MCH degerlerinde asilama
sonrasinda bir degisikligin gdézlenmedigini bildirmislerdir. Bu tez ile BVDV’ nin
hematolojik parametreler lizerine etkisi karsilastirmali istatistiksel analiz yontemleri
kullanilarak incelendiginde HCT, MCV, MPV ve MCHC i¢in grup 1 ile 2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (p<0.005) (Cizelge 3.9). Belirlenen
bu verilere gére BVDV spesifik antikor varliginda MCV, HCT, MCHC ve MPV
degerlerinde istatistik olarak degisiklik oldugu anlasilmaktadir. Bu tezde BVDYV ile
enfekte sigirlarda WBC, Lym, Mon ve N/Gr degerlerindeki degisimlere bagli olarak
16kopeni, lenfopeni ve trombositopeni tablosu tespit edilmemistir. Istatistiksel olarak
farklilik gozlenen parametrelerin, normal referans deger sinirlar1 (Cizelge 3.8; Sekil
3.14; Sekil 3.18; Sekil 3.19; Sekil 3.20) i¢inde bulunmas1 nedeni ile sigirlarda akut
BVDV enfeksiyonlarinda ayirici klinik tanida kullanilabilecek diizeyde anlamli

olmadig: diisiiniilmektedir.

Bu tezde BVDV i¢in antijen varliginin kan degerlerindeki istatistiksel
degisimin belirlenmesi i¢in 2 gruba ayrildi ve antijen varliginda hematolojik
parametrelerde meydana gelen istatistiksel olarak anlamli  bir degisiklik
belirlenemedi (p>0.005), (Cizelge 3.10). Elde edilen verilere gore BVDV
enfeksiyonu kaynakli olarak hematolojik parametrelerde degisiklik olmamasinda,
arastiricilarin aksine deneysel enfeksiyon modeli yerine dogal enfekte sigirlardan

toplanan kan oOrnekleri kullanilmasi ve bu nedenle olas1 bir sekilde sigirlarin
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hematolojik parametrelerinde belirgin farkliliklarin sekillendigi ve tespit edilebilir

diizeyde oldugu akut viremi doneminin yakalanamamis olmas1 diisiiniilmektedir.

Molina ve ark. (2013) BVDV ile enfekte buzagilarin BHV-1 ile tekrar
enfeksiyonunu incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore enfeksiyondan sonra 2-9.
giinde 106kosit, notrofil sayilarinda belirgin bir degisme gozlenir iken lenfosit
sayisinda enfeksiyondan sonra 4. giinde azalis tespit edilmistir. Ayn1 calismada CD4"
ve CD8' seviyesinde enfeksiyondan sonra 4. giinde, B lenfositlerde ise
enfeksiyondan sonra 1-14. giinler arasinda azalis gézlenmistir. Arthington ve ark.
(1996) ve BHV-1 enfeksiyonlarinda disaridan diyete katilan bakirm kandaki RBC,
WBC ve hemotokrit seviyelerine etkilerini incelemislerdir ve herhangi bir farklilik
tespit edememislerdir. Benzer sekilde Cusack ve ark. (2005) sigirlarda BHV-1
enfeksiyonlarinda diyete katilan vitamin E ve vitamin C’nin lenfosit sayisina

etkisinin olmadigini rapor etmislerdir.

Bu tezde BHV-1’in hematolojik parametrelerde neden oldugu olas1
istatistiksel degisikliklerin belirlenmesi amaci ile ELISA ve PZR sonuglarma gore
kan Ornekleri iki gruba ayrildi ve Hct(%), MCV ve MPV degerlerinde iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (p<0.005), (Cizelge 3.11).
Hct(%), MCV ve MPV degerleri incelendiginde BHV-1 antikor varliginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmesine ragmen, her iki gruptaki
sigirlarda Olgiilen bu parametrelerin sigirlar i¢in belirlenen referans deger sinirlari
(Cizelge 3.8; Sekil 3.14; Sekil 3.18; Sekil 3.19) icinde oldugu goriilmektedir. Yates
(1982) pek ¢ok arastiricmin BHV-1’in sigirlarda 16kosit degeri lizerine etkilerini
inceledigini, fakat bu parametrenin ayirici tamida bir anlam ifade etmedigini
bildirmistir. Bu tezde BHV-1 spesifik antikor varliginda Hct (%), MCV ve MPV
degerlerinde istatistiksel olarak fark olmasma ragmen, bu degerlerin ayirici tanida
kullanilmasi i¢in yetersiz olduklar1 diisiiniilmektedir. Bunun yaninda bu tezde elde
edilen sonuc¢larm BHV-1’in eritrosit ve trombosit mekanizmasi iizerine etkisinin

arastirilacagi daha kapsamli caligmalar i¢in temel olusturacag diistiniilmektedir.

BHV-4 enfeksiyonlarmin hematolojik parametreler iizerine etkisinin

arastirildigr literatiire kayith smnirh sayida ¢alisma mevcuttur. van Opdenbosch ve
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ark. (1988) metritis ve dol tutmama sorunu yasayan sigirlarda gecici bir lokopeni
tablosu tespit ederken, Wellemans ve ark. (1986) gebe olan ve olmayan sigirlarda
metritis gozlenen durumlarda l6kopeni tablosunun gelistigini bildirmiglerdir.
Wellenberg ve ark. (2002) BHV-4’tin ineklerde subklinik mastitis ile iliskisini
incelemiglerdir. BHV-4 ile intranazal ve intramammal inokulasyondan sonra 14 giin
icerisinde WBC degerlerinde herhangi bir degisim belirlememislerdir. Yalnizca
WBC degerinde azalmayr BHV-4 ile enfekte ineklerin S. wuberis ile enfekte

edilmesinden 3-5 giin sonra tespit etmislerdir.

Bu tezde BHV-4’lin hematolojik parametreler iizerine etkisinin belirlenmesi
icin kan ornekleri iki gruba ayrildi ve MPV degerinde iki grup arasinda farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.005), (Cizelge 3.12). MPV degeri
icin iki grup arasinda istatistiksel olarak fark belirlenmesine ragmen iki grupta
Olciilen degerlerin sigirlar i¢in belirlenen referans MPV sinirlar1 (Cizelge 3.8; Sekil
3.19) icinde kalmaktadir. BVDV ve BHV-1 ile benzer sekilde bu farkliligin ayirici
teshis icin kullanilabilecek yeterli bir veri olamayacagi goriilmiistiir. Elde edilen
veriler 151gimda belirlenen WBC degerinde BHV-4 kaynakli bir farklilik tespit
edilememesi 6rneklemenin akut viremi doneminde ve enfeksiyonu takiben 15 giinliik
periyotta yapilamamis olmasi en 6nemli neden olarak goriilmektedir. Bunun yaninda
iilkemizde BHV-4’iin dogal enfeksiyon sirasinda hematolojik parametreler iizerine
etkilerinin incelendigi ilk ¢alisma olmasi nedeni ile 6nemli oldugu ve ilerleyen
donemde BHV-4 ile ilgili yapilacak detayli calismalar i¢in bir veri olacagi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak bu tez ile Ankara, Corum, Kirikkale, Yozgat illerini kapsayan
genis bir bolgede, BVDV ve BHV-1 antijen varligi tespit edildi. BVDV, BHV-1 ve
BHV-4 i¢in seropozitiflik oranlar1 belirlendi. Fakat BHV-5 varligin1 gerek serolojik
gerekse antijenik yonden gosteren bir kanit tespit edilemedi. Kirikkale’de ve
Tiirkiye’de ge¢mis yillarda belirlenen BVDYV ile bu tezde 6rnekleme yapilan bdlgede
sirkiile olan BVDV tipi belirlenerek karsilastirildi. Ik defa iilkemizde BHV-1
viriisiiniin kismi DNA sekans1 belirlenerek gen bankasina kaydedildi. Bu konu

hakkinda daha detayli ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu tez ile yetistiricilerin ve veteriner hekimlerin abort ve dol tutmama
vakalarinda akillarina ilk gelen etken Brucella haricinde BVDV, BHV-1 ve BHV-
4’linde etkin rol oynadigi belirlenmistir. Bu verilerin yapilacak seminer ve
bilgilendirme toplantilarinda paylasilmasi ile siirlarda goriilen her abort ve dol
tutmama vakasinin Brucella kaynakli olmadigi, bunun yaninda pek c¢ok viral etkenin
de neden olabilecegi anlatilmalidir. Boylece Brucellozis tedavisine yonelik gereksiz
antibiyotik kullaniminin azaltilabilecegi ve ekonomik olarak yarar saglanabilecegi

spekiile edilmektedir.

BVDV, BHV-1 ve BHV-4’iin, lenfosit alt popiilasyonlar1 iizerine etkilerinin
yapilacak daha kapsamli caligmalar ile incelenmesi gerekmektedir. Yapilacak
calismalarin deneysel sartlarda yapilmasi ve analizlerde akis (flow) sitometri yontemi

kullanilmas1 6nem arz etmektedir.

Planlanacak daha kapsamli ¢alismalarda BVDV, BHV-1, BHV-4 ve BHV-
5’in benzer problemlerde roliiniin daha genis popiilasyonlarda ve/veya deneysel
enfeksiyon c¢alismalarinda klinik semptomlar ile iliskilendirilerek incelenmesi ve
viriis suglarmin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilarak, kontrol programlarina

yonelik bilgi ve viriis koleksiyonlarinin olusturulmasinda yarar goriilmektedir.
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