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Oz: Bu ¢alismada Erzurum ve ydresindeki sigirlarda Bovine Viral Diarrhea Virus ile enfekte sigirlarin immunohistokimyasal
olarak teshisine yonelik epidemiyolojik bir calisma yapilmasi amaglanmuistir. Irk, cinsiyet, agirlik vb. ayrimi yapilmadan kesimi
gergeklestirilen 100 adet sigir'dan alinan ileum 6rnekleri immunohistokimyasal incelemeye tabi tutuldu. Makroskobik olarak
herhangi bir patolojik bulgu géstermeyen 6rneklerin immunohistokimyasal incelemelerinde %27 oraninda Bovine Viral
Diarrhea viral antijeni tespit edildi. Pozitif olarak tespit edilen 6rneklerin tamaminda lamina propria’da BVDV viral antijenleri
tespit edildi. Belirlenen immunpozitiflikler lamina propria’nin villuslara yakin kisminda ve kriptler ile peyer plaklari arasindaki
yangisal hiicre infiltrasyonlarinda intrasitoplazmik olarak bulunmaktaydi. Ayrica 21 ornekte peyer plaklarindaki lenfoid
hiicrelerde, 19 6rnekte lamina epitelyalis’te, 14 6rnekte ise kript epitellerinde Bovine Viral Diarrhea Virus immunpozitifligi
belirlendi. Sonug olarak; Bovine Viral Diarrhea Virus’'un immunohistokimyasal olarak teshisine yonelik Erzurum ve yoresinde
epidemiyolojik bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alisma ile Erzurum ve yoresinde sigirlarda %27 oraninda Bovine Viral Diarrhea

Virus immunpozitifligi bulunmusg ve sigir yetistiriciligi agisindan dnemli bir etken oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BVDV, ileum, immunohistokimya, Sigir.

Immunohistochemical Investigation of Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in

Cattle in Erzurum Region

Abstract: Breed, sex, weight, etc. immunohistochemical examinations of the ileum specimens taken from 100 cattle breeding
animals that had been cut without discrimination were subjected to microscopic, and immunohistochemical examinations.
Bovine Viral Diarrhea Virus viral antigen was detected in 27% (27 samples) of immunohistochemical analysis of specimens
without any pathological findings macroscopically. BVD viral antigens were detected in lamina propria in all of the samples
identified as positive. BVDV immunopositivity was found intracytoplasmically in the section near the villus of the lamina
propria and in the inflammatory cell infiltrations between the crypts and the peyer plaques. BVDV immunopositivity was
determined in lymphoid cells in Peyer plaques in 21 samples, in lamina epithelialis in 19 samples and in crypt epithelium in
14 samples. As a conclusion, an epidemiological study has not been conducted for the immunohistochemical diagnosis of
Bovine Viral Diarrhea Virus in Erzurum and its region. In this study, BVDV immunopositivity was found in 27% of cattle in

Erzurum and its region and it was determined that it was an important agent for cattle breeding.
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GiRIS

B ailesinin, Pestivirus genusuna ait, rekombine
olabilen bir RNA virusudur (1). BVDV kaynakl
enfeksiyonlar ilk kez 1946 yilinda Olafson ve ark.

ovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) Flaviviridae

tarafindan tanimlanmistir (2). Klinik olarak, ates,
gastroenteritis, diyare, agizda lezyonlar ve 16kopeni
akut  bir
enfeksiyondur. Virus iki hafta boyunca dogrudan

gibi  belirtiler gosteren, persiste
temas, vicut salgilari veya kontamine aletler yoluyla
bulasabilir (3). Klinik olarak BVDV’nin oral ve/veya
nasal olarak bulasmasindan sonra, etken primer
olarak oropharynx bolgesinde ¢ogalmaya baslar (4).
Oronazal mukoza epitellerinde, primer ¢ogalma
sonucunda, mukozada Ulser gorilebilir. Etken daha
sonra fagositik hicreler tarafindan lenfoid dokulara
tasinir (5). Vicudun tamamina vyayilmasi viremi
neticesinde ortaya ¢ikar ve bu siire¢ boyunca birkag
gin depresyon, ates, ishal ve 16kopeni tablolari ile

(6).

mukozalarda lserler ve kript hicrelerinde ve

karsilasilabilir Burun akintisi, salya artisi,
bagirsak lenfoid dokularinda nekrozlar ortaya gikar.
Persiste enfeksiyon olarak seyrettigi durumlarda ise
abortlara, fotusta gelisim yetersizligi ve defektlere
neden olmaktadir (7).
BVDV'nin  teshisinde
Antibody  (PLA) (8), Direkt

ImmunoSorbent Assay (ELISA) (9), Immunofloresan

Linked

Enzyme-Linked

Peroksidaz

Test (IF) (10), ve Reverse Transcriptase Polimerase
Chain Reaction (RT-PCR) (11) testleri kullanilabilir.
Serolojik teshis icin ise Virus Notralizasyon Test (VNT)
(12) ve Notralizasyon Peroksidaz Linked Antibody
(NPLA) (13) testleri mevcuttur.

Bu calisma ile Erzurum ve yoresindeki sigirlarda

BVDV’nin, serolojik c¢alismalardan farkh olarak,
ozellikle persiste enfekte sigirlarda
immunohistokimyasal olarak teshisine yonelik

epidemiyolojik bir ¢calisma yapilmasi amacglanmistir.
MATERYAL ve METOT

Bu calisma Atatiirk Universitesi Veteriner

Fakiltesi Etik Alt Kurulu tarafindan onaylandi (Karar
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Tarihi:31/08/2015, 2015/11).

materyalini Erzurum ilinde bir mezbahada 2015

Sayisi: Calisma
Ekim-Aralik aylari arasinda irk, cinsiyet, agirlik vb.

ayrimi  yapilmaksizin ~ kesime alinan  yetiskin
sigirlardan alinan ornekler olusturdu. Bu amagla
makroskobik olarak herhangi bir patolojik bulgu
gostermeyen 100 ileum 6rnegi toplandi. Alinan ileum
ornekleri %10’luk notral formalin sollisyonunda
tespit edildi. Rutin islemlerden gecirilen dokular
parafin bloklara alindi. Bloklardan 5 p kalinhginda
alinan kesitler normal ve polilizinli lamlara alindi.
Boyama; Streptavidin-Biotin Kompleks metoduna
gore ilgili firmanin 6nerdigi sekilde yapildi (LSAB+
System- HRP, DAKO Carpinteria, USA). Bu amagla
polilizinli lamlara alinan 5 um’ lik kesitler ksilol ve
alkol serilerinden gegirildi. Kesitler Phospate Buffer
Solution (PBS) ile yikandiktan sonra %3’liik H202'de
10 dk. tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu
Dokulardaki aciga
amaciyla antijen retrieval solisyonu (Abcam, Katalog
no. ab93678) ile mikrodalga firinda 2x5 dk 500 watt’
da muamele edildi. PBS ile yikanan dokular Anti-BVD
anti-serumu (VMRD, Katalog no. 210-70-BVD) ile 37°
C de 1/500 dilusyon oraninda 30 dk sureyle

inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda PBS ile

saglandi. antijeni ¢ikarmak

yikanan  dokular antikor

Streptavidin-HRP’de 15’er dk bekletildi. Kromojen

biyotinlenmis ve
olarak 3,3 diaminobenzidine kullanildi. Daha sonra
Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Kesitler
Uzerine entellan damlatilarak 1stk mikroskobunda
BVDV viral antijenleri var (+), yok (-) olarak incelendi.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile BVDV pozitifligi
konfirme edilmis parafin bloktaki akciger oOrnegi

pozitif kontrol olarak kullanildi.

BULGULAR

immunohistokimyasal olarak boyamasi yapilan
100 ileum 6rneginin 27’ sinde (%27) BVDV viral
antijenleri tespit edildi. Pozitif olarak tespit edilen
orneklerin tamaminda lamina propria’da BVDV viral

antijenleri tespit edildi. Belirlenen immunpozitiflikler
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lamina proprianin villuslara yakin kisminda ve kriptler

ile payer plaklari arasindaki yangisal hicre
infiltrasyonlarinda intrasitoplazmik olarak
bulunmaktaydi. Ayrica 21  Ornekte  peyer

plaklarindaki lenfoid hiicrelerde, 19 6rnekte lamina
epitelyaliste, 14 6rnekte ise kript epitellerinde BVDV

immunpozitifligi belirlendi (Sekil 1).

Sekil 1. A, Lamina propria’da Vvilluslara yakin
bolgedeki yangisal hiicrelerde, B, Peyer plaklarindaki
lenfoid hiicrelerde, C, Lamina epitelyalis’ te, D, Kript
epitel hiicrelerinde BVDV immunpozitifligi (ok basi).
IHC.

Figure 1. A, BVDV immunopositivity in inflammatory
cells in the region close to the villi in the lamina
propria B, in lymphoid cells in Peyer's plaques, in
lamina, C, in lamina epithelialis, D, in cript epithelia
cells (arrowhead). IHC.

TARTISMA ve SONUC

Sigirlar arasinda genis bir yayilim gésteren BVDV
ile hayvanlarin biyuk bir cogunlugu yasamlarinin ilk
yilinda etken ile karsilasmaktadir (14) Ulkemizde
BVDV'un varligi ile ilgili olarak cesitli calismalar
yapilmis olup bunlar agirhkli olarak serolojik
ozelliktedir (15-21).

Yapilan bu c¢alismalar neticesinde, Dogu ve
Giineydogu Bolgesinde %96.8 (15),
Kuzeydogu Anadolu Bélgesinde %81.62 (16), Aydin

Yoresinde %86 (17), Samsun, Sivas, Tokat illerini

Anadolu
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kapsayan bolgede %20.19 (18), Mugla yodresinde
%49.9 (20), Konya ve cevresinde %90.63 (21),
%84.6 (19)
seropozitiflik bulunmustur. Sunulan c¢alismada ise
sigirlar ince bagirsaklarinda BVDV’un (100/27) %27

oraninda bulundugu tespit edilmistir. Bu durum

Afyonkarahisar’da oranlarinda

onceki yapilan ¢alismalarin serolojik 6zellikte olmasi

ve kullanilan yontemlerin farklilig ile
iliskilendirilmistir.

Gebelikte BVDV’a maruz kalan fétus yasamaya
devam ederse virusa karsi bir tolerans gelistigi ve
omir boyu enfekte kaldig bildirilmistir. Boyle
buzagilarda virusa karsi immun yanit olmamaktadir.
Bu tur hayvanlar etrafa surekli virus sagabilmektedir.
Bu durum persiste tolerant enfeksiyon olarak
tanimlanmis olup, sidriadeki duyarli diger sigirlara
etkenin bulastiriimasinda énemli rol oynamaktadirlar
(22,23). Sunulan calismada pozitif olgularin tespit
edildigi sigirlarin ince bagirsaklarinda herhangi bir
makroskobik  lezyon  gbstermemesi  persiste
enfeksiyon olabilme durumunu disindirmistr.

Etkenin teshisine yonelik gesitli viris izolasyonu,
gibi cesitli yontemler
(24-26).

boyamanin virlis izolasyonuna gore daha hizli ve

immunohistokimya
kullanilmaktadir immunohistokimyasal
ekonomik bir yontem oldugu bildirilmistir (27-29).
(30)
yontemin, gaita ve taze dokuda virls izolasyonuna

Baszler ve ark. ise  immunohistokimyasal
gore teshiste daha glvenilir bir yontem oldugunu
iddia etmislerdir (30). iImmunohistokimyasal yéntem
daha cok persiste hayvanlari belirlemek igin deri
biyopsisi orneklerinde kullanilmistir (24,26,27-29).
Fakat bu yontemin persiste hayvanlari belirlemede
yeterli olamayacagl da dusinilmektedir. Clnki
Libler-Tenorio, Ridpath ve Neill (23) yaptiklar bir
calismada BVDV inokile edilmis hayvanlarda etkeni
lenfoid dokularda ve bagirsaklarda tespit ederken,
deride etkeni tespit edememislerdir (31).
immunohistokimyasal olarak yapilan 6nceki
calismalarda BVDV viral antijenlerinin bagirsagin
mukozasinda, kan damarlarinda, bag dokusunda,
histiyositlerinde, peyer plaklarinda, interfollikiler

alanlarinda, myositlerinde oldugu bildirilmistir (7,31-
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34). Wilhemsen ve ark. (32) deneysel olarak saglikli
yetiskin 8 sigira BVDV'yi vererek 5-12 giin arasinda
immunohistokimyasal

nekropsilerini  yapmislar

olarak  antijenlerin  dagihmini  incelemislerdir.
immunohistokimyasal olarak ise etkene akciger lenf
yumrulari gibi organlara ilave olarak ileum ve
kolondaki mononiikleer hiicrelerde intrasitoplazmik
olarak olarak bulundugunu tespit etmislerdir (32).
Ellis ve ark. (34) ise 35 gilinlik buzagilara BVDV
vererek 10. glinden sonra nekropsilerin yapmiglar ve
bagirsaklardaki kan damarlarinda ve peyer
plaklarinda BVDV antijenlerine rastlamiglardir (34).
Liebler-Tenorio ve ark. (31) yaslari 3 hafta ile 3 ay
arasinda degisen 13 buzagiya BVDV inokile ederek
bir Persiste
makroskobik olarak herhangi bir
BVDV ‘u

bagirsagin

deneysel galisma  yapmislardir.
hayvanlarda
bulguya rastlamazken,

immunohistokimyasal olarak ileum
kismindaki peyer plaklarinda, submukozada, kan
damarlarinin duvarlarinda, interfolliktiler alanlarda,
myositlerde, lamina proparia’daki mononikleer
hiicrelerde ve epitel hiicrelerinde tespit emislerdir
(32). Sunulan calismada da benzer sekilde BVDV
immunpozitif olarak tespit edilen 6rneklerde viral
antijenlere 27 6rnegin tamaminda lamina propria’da,
21’inde peyer plaklarindaki lenfoid hicrelerde, 19’
unda lamina epitelyalis’ te, 14’ linde ise kript epitel
hiicrelerinde rastlanmistir. Viral antijenlerin kan
damarlarinin duvarlarinda, interfollikiiler alanlarda
tespit edilememesi ise O©nceki yapilmis olan
calismalarin daha ¢ok deneysel, kisa sireli ve viral
antijen miktari ile iliskilendirilmistir.

Sonug olarak; BVDV’'nin immunohistokimyasal
olarak teshisine yonelik Erzurum ve yodresinde
epidemiyolojik bir ¢alisma yapiimamistir. Bu ¢alisma
ile Erzurum ve yoresinde sigirlarda %27 oraninda
BVDV immunpozitifligi bulunmus ve sigir yetistiriciligi
acisindan verim kaybi, dol veriminde kayiplara neden
olabileceginden dolayr 6nemli bir etken oldugu

belirlenmistir.
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