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SUMMARY This study was aimed to present Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) in bovine pneumonias with PCR and
immunohistochemistry in Erzurum region, also aimed to determine what is the prevalence of agent in
sampling term (01 December 2015-15 February 2016). For this purpose 600 bovine lungs were investigated
in slaughterhouses that operated in Erzurum and surrounding counties. Due to evaluation of 72 (12%) lungs
with pneumonia diagnosed macroscopically, the intersititial pneumonia n=43, suppurative
bronchopneumonia n=23, and fibrinous pneumonia n=3 were classified according to histopathological
findings. Immunpositivities of BVDV antigens were observed in 4 out of 72 (5.5%) samples. Same positive
samples were confirmed with pestivirus genus specific primers to differentiate cross binding and dyeing in
immunohistochemical procedures. Immunopositivity of the samples were located in bronchial ephitelium,
peribronchial, peribronchioler, inflammatory cells in intersitital areas; intima layer of arterioles; lymphoid
cells in BALT. As a result we found that BVDV is found in 5.5% of the mature cattle pneumonia cases in
Erzurum Region an it is an aetiological agent in natural cases of pneumonia in our sampling time.
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OZET Erzurum Yoéresinde Pnémonili Sigirlarda BVDV’ nin Teshisinde immunohistokimya
ve PCR Yontemleri

Bu c¢alismada Bovine Viral Diarrhea Virus (BVD)'nin Erzurum ydresi sigir pnomonilerindeki varliginin
immunohistokimyasal yontemle teshisi ve PCR ile konfirmasyonu ayrica drneklenen dénem igerisinde ne
oranda bulundugunun tespiti amaglanmistir. Bu amagla ilgili dénem igerisinde (01 Aralik 2015 - 15 Subat
2016) Erzurum ve cevre ilgelerine hizmet veren bir mezbahada kesime alinan 600 sigir akciger 6rnegi
incelendi. Makroskobik olarak pnémoni bulgusu gosteren 72 (%12) 6rnegin histopatolojik incelemesinde
farkl tiirlerde pnémoni olduklar1 (43=intersitisyel pnémoni, 23=suppuratif bronkopnémoni, 3= fibrinéz
bronkopndmoni) belirlendi. BVD ydniinden immunohistokimyasal yontemle tespiti yapilan 72 pnémoni
orneginden 4 (%5.5)" iinde immunpozitiflikler goriildi. Ayni pozitiflikler ¢apraz baglanma ve boyanmalari
ayirt etmek amaciyla pestivirus genus spesifik primerler kullanilarak PCR ile de dogrulandi. Bu dokulardaki
Immunpozitifliklere brons epitel hiicrelerinde, peribronsial, peribronsioler, intersitisyel alanlardaki yangisal
hiicrelerde, arteriollerin intima tabakasinda, BALT taki lenfoid hiicrelerde rastlandi. Sonu¢ olarak; BVD’ nin
ilgili donem igerisinde Erzurum yoresinde eriskin sigir pnomonilerinde %5.5 oraninda bulundugu ve dogal
pnémoni olgularinda rol oynayan etiyolojik ajanlardan birisi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Bovine Viral Diarrhea Virus, immunohistokimya, Pnomoni

GiRiS hayvanlarda yavrulara gecgerek persite enfekte yavru
dogumlarina sebep olmaktadir (Hilbe ve ark. 2007).
Enfeksiyon ile miicadelede en biiyiik sorun persiste olma
durumudur. Persiste yani kalict enfeksiyon sigirlarin
yaklasik olarak %1-3'ii oraninda tespit edilmistir. Bu

Bovine viral diarrhea (BVD) virusu, Flaviviridae ailesinde
pestivirus genusunda bulunan bir virustur (Ridpath ve
Bolin 1998). Diinya genelinde sigir endiistrisi i¢in oldukga

onemli olan bu enfeksiyon, 6zellikle fertilite kaybina sebep
olarak ekonomik kayiplara, gebelerde abortlara, ishalle,
yine solunum sistemi semptomlarina ve diger etkenlerle
karisarak siddetli pndomonilere en son olarak ta gebe

hayvanlar klinik belirti géstermeksizin, hayatlar1 boyunca
siirideki diger hayvanlara enfeksiyonu bulastirirlar (Kahrs
2001) Ozellikle akciger enfeksiyonlarinda bu durum siirii
saghgl acisindan o6nem tasimakta, Kklinik belirti
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gostermeyen hayvanlar siirekli virusu sacgarak siiriiniin
saghgini tehlikeye sokmaktadirlar. Bu ylizden hizli ve
glivenilir bir yontemle teshis yapilip hasta hayvanlarin
stiriilerden uzaklastirilmasi, bu enfeksiyonda bir kat daha
6nem arz eder.

Viriis viicuda agiz veya burun yolu ile girer. Ilk
replikasyonu st solunum yolu ve barsak epitel
hiicrelerinde gerceklesir (Houe 1999). Salivasyon, nazal
akintilar, mukozada iilserler ile kript hiicrelerinde, kolon,
rektum ve ileum lenfoid dokularinda nekrozlar sekillenir
(Odedén ve ark. 1999). Viriisiin, fagositik hiicreler ile
lenfoid dokulara tasindigi ve bu bolgelerde primer
¢ogalma ardindan viremi ile tiim viicuda yayilarak ates,
ishal, lokopeni ve immiinosupresyona neden oldugu
bildirilmistir (Brownlie 1991). Etken solunum sisteminde
ise bazen siddetli pnoémonilere neden olabilmektedir
(Yesilbag ve ark. 2014). Siddetli enfeksiyon durumlarini
tetikleyen bazen viral ve bakteriyel ajanlar olabilmektedir.
Bunlar icerisinde Bovine herpesvirus 1, Bovine
parainfluenza virus 3, Bovine respiratory synsitial virus ve
Pasteurella haemolyticaviral ve bakteriyel ajanlar olarak
sayilabilir. Bu ajanlarin ¢ogunlukla da birlikte ve miks
olarak seyrettigi ifade edilmistir (Reggiardo ve Kaaberle
1981; Potgieter ve ark. 1984).

Hastaligin kesin tanisinda direk teghis i¢in immunfloresans
(IF) (Baker 1987; Fernandez ve ark. 1989), peroxidase
linked antibody (PLA) (Fernandez ve ark. 1989), enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) (Fernandez ve ark.
1989; Tan ve ark. 2006), elektronmikroskopi (EM)
(Gillespie ve ark. 1990), immunohistokimya (IHC)
(Wilhelmsen ve ark. 1991), revers transcriptaz- polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) (Oguzoglu ve ark. 2012) ,
indirek teshiste ise serum nétralizasyon (SN) (Cabalar ve
Karaoglu 1999), indirek immunofloresan (IIF) (Mogar ve
ark. 1998), nétralizasyon immunperoksidaz (NPLA)
(Hyera ve ark. 1987) testlerinden yararlanilmaktadir.

Yapilan literatiir taramalarinda etkenin Erzurum
yoresinde sigir pnomonilerinde varliginin
immunohistokimyasal ydntemle teshisine yonelik bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle sunulan ¢alismada
BVD’nin Erzurum yoéresi sigir pnémonilerindeki varliginin
hem immunohistokimyasal yontemle teshisi ve PCR ile
konfirmasyonu ayrica 6rneklenen doénem igerisinde ne
oranda bulundugunun tespiti amaglanmistir.

gecirildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra %3’liikk H202’
de 10 dk. tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu
saglandi. Dokulardaki antijeni agiga ¢ikarmak i¢in antijen
retrieval soliisyonu ile 2x5 dk 500 watt’ da muamele edildi.
Daha sonra PBS ile yikanan dokular Anti-BVD antiserumu (
VMRD, Katalog no. 210-70-BVD) ile 37° C de 1/500
dilusyon oraninda 30 dk siireyle inkubasyona birakildi.
inkubasyon sonunda PBS ile yikanan dokular
biyotinlenmis antikor ve Streptavidin-HRP’de 15’er dk
bekletildi. Kromojen olarak 3,3 diaminobenzidine (DAB)
kullanildi. Yaklasik 2 dk kromojende bekletilen kesitler saf
su ile yikandiktan sonra Mayer’s hematoksilen ile zit
boyama yapildi. Kesitler {izerine entellan damlatilarak 151k
mikroskobunda incelendi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Immunohistokimyasal olarak pozitif belirlenen érnekler
konfirmasyon amaciyla PCR ile incelendi. Ekstraksiyon
oncesi akciger doku érnekleri 25 mg olarak kiictltiildii ve
bir Ependorf tiipe konuldu. Uzerine celik boncular ve lizis
buffer konularak Tissue Lyser LT (Qiagen, Almanya) doku
homojenizatéri ile 5000 rpm’'de 15 dk boyunca
parcalandi. Siire sonunda santifiij edilen 6rneklerin sivi
kismi toplanarak supernatanta ektraksiyon islemi
uygulandi. Calisma materyalini olusturan o6rneklerden
pestivirus RNA’sinin  izolasyonu viral niikleik asit
ekstraksiyon kiti (Vivantis, Malezya) ile firmanin belirttigi
yonteme uygun olarak gerceklestirildi. izolasyon sonunda
elde edilen niikleik asitler cDNA eldesi icin kalip olarak
kullanmak tizere saklandi. RT amaciyla kullanilacak olan
viral RNA’larin  komplementer =~ DNA’ya  (cDNA)
doniistiiriilmesi amaciyla Revertaid First Strand cDNA kiti
(Thermo Scientific, Almanya) kullanildi. Firmanin
ongordiigi sekilde yapilan prosediir sonunda cDNA elde
edildi.

PCR reaksiyonu icin Vilcek ve ark. (1994) tarafindan
bildirilen primerler (324 ve 326), yontem ve optimizasyon
kosullar1 kullanildi. Reaksiyon sonrasi elde edilen tiriinler
agaroz jel elektroforez islemine tabi tutularak molekiiler
agirliklarina goére ayristirilip ardindan UV 1s1k altinda 288
bp biiyiikliglinde bantlar pestivirus genusu 5’UTR gen
boélgesi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Calisma materyalini Erzurum ilinde faaliyet gosteren bir
mezbahada kesimi yapilan sigirlara ait 600 adet akciger
ornegi olusturdu.

Histopatolojik incelemeler

Makroskobik olarak pnémoni tanisi konulan 72 adet sigir
akcigerine ait o6rnekler %10’ luk nétral formalin
soliisyonunda tespit edildi. Rutin alkol ksilol serilerinden
gecirilen dokular parafin bloklara alindi. Bloklardan 5 p
kalinhiginda alinan kesitler hematoksilen-eozin ile
boyanarak 1sik mikroskobunda fibrin6z bronkopndémoni,
suppuratif ~ bronkopndémoni, intersitisyel = pndémoni,
granulamatoz pndémoni ve embolik pndémoni seklinde
siniflandirildi (Lopez 2007).

immunohistokimyasal incelemeler

Streptavidin-Biotin Kompleks metoduna goére ilgili
firmanin onerdigi sekilde yapildi (LSAB+ System- HRP,
DAKO Carpinteria, USA). Bu amagla polilisinli lamlara
alinan 5 pm’ lik kesitler ksilol ve alkol serilerinden
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BULGULAR

Histopatolojik Bulgular

Makroskobik olarak pnémoni tanisi konulan 72 akciger
orneginin histopatolojik incelemesinde 43’l intersitisyel
pnémoni, 23’li suppuratif bronkopnémoni, 3’ii ise fibrindz
bronkopndmoni olarak siniflandirildi.

immunohistokimyasal Bulgular

BVD yo6niinden immunohistokimyasal boyama yapilan 72
pnomoni o6rneginden 4 (%5.5)linde immunpozitiflikler
goriildii. Immunpozitiflikler intersitisyel pnémoni olarak
siniflandirilan  6rneklerde tespit edildi. Olgularin
tamaminda immunpozitiflikler en siddetli olarak, brons
epitel hiicrelerinde, peribronsial alanlardaki yangisal
hiicrelerde sitoplazmik yerlesimli olarak ve arteriollerin
intima tabakasinda tespit edildi (Sekil 1). BALT’ taki
lenfoid  hiicrelerde ise  daha  hafif diizeyde
immunpozitiflikler belirlendi (Sekil 2). Bunlara ek olarak
peribronsioler ve intersitisyel alanlardaki yangisal
hiicrelerde de immunpozitifliklere rastlandi (Sekil 3,4).
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Sekil 1. Brons epitelinde (ok basi) ve yangisal hiicrelerde
(kiiglik ok), arteriol'lin intimasinda (biiyiik ok) BVD
immunpozitifligi.

Figure 1.BVD immunpositivity in bronch epitelium
(arrowhead), inflammatory cells (small arrow), intima of
arteriol (big arrow).

Sekil 2. BALT’taki lenfoid hiicrelerde (okbasi) BVD
immunpozitifligi.

Figure 2.BVD immunpositivity in lymphoid cells
(arrowhead) of BALT.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Bulgulari

Immunohistokimyasal incelemede BVD immunpozitif
olarak tespit edilen 4 6rnegin tamaminda viral niikleik asit
tespit edildi (Sekil 5).

288 bp

Sekil 5. Pestivirus genus 5’'UTR gen bolgesi yoniinden PCR
sonuglart. 1, 2, 3, 4 pozitif 6rnekler, +K: Pozitif kontrol, -
K:Negatif kontrol, M:Marker (100 bp DNA merdiveni,
Thermo Scientific, Almanya), bp: Base-pair

Figure 5. PCR results of Pestivirus genus 5’'UTR. 1, 2, 3, 4
positives samples. +K: Positive control., M: Marker (100 bp
DNA ladder, Thermo Scientifix, Germany), bp: Base-pair

(okbas1) BVD immunpozitifligi.

Figure 3.BVD immunpositivity in inflammatory cells of
peribronchiolary.

Sekil 4. Intersitisyel alanlardaki yangisal hiicrelerde
(okbas1) BVD immunpozitifligi.

Figure 4.BVD immunpositivity in inflammatory cells of
interstitial area.

TARTISMA ve SONUC

Sunulan ¢alismada 72 pnémoni drneginden 4 (%5.5)linde
BVD immunpozitifligi gorilmis ve immunpozitiflikler
intersitisyel pnomoni olarak siniflandirilan 6rneklerde
tespit edilmistir.

BVD’nin daha 6nce solunum sistemi hastaliklarindan izole
edildigi bildirilmistir (Fulton ve ark. 2000). Sigirlardaki
deneysel c¢alismalarda BVD ile solunum sistemi
enfeksiyonu olusturulmustur (Baker 1985). Bununla
birlikte baz1 c¢alismalarda diger viral ve bakteriyel
ekenlerle sinerjistik olarak enfeksiyona dahil oldugu
bildirilmistir (Potgieter ve ark. 1984; Stott ve ark. 1980).

Sunulan ¢alismada BVD pozitif 4 olgunun intersitisyel
pnoémoni karakterinde bulundugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde Ellis ve ark. (1998)'da buzagilarda yaptiklar
deneysel BVD enfeksiyonunda intersitisyel pndémoni
sekillendigini bildirmislerdir.

Literatiir taramalarinda BVD’ nin immunohistokimyasal
yontemle teshisi ile ilgili olarak bazi calismalar yapilmistir
(Wilhemsen ve ark. 1990; Ellis ve ark. 1998; Shahriar ve
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ark. 2002; Gagea ve ark. 2006; Yesilbag ve ark. 2014).
Shahriar ve ark. (2002) yaptiklari bir ¢calismada pnémonili
s181r olgularinda Mycoplasma spp.Haemophilus somnus ve
BVD gibi etkenleri incelemisler ve ¢ogunlukla Mycoplasma
spp ile birlikte BVD’ nin bulundugu belirlenmistir. Ozellikle
viral antijenlerin akcigerde yikimlanmis olan damar
duvarlarinda bulundugunu tespit etmislerdir. Gagea ve
ark. (2006)’'da Mycoplasma spp.ve Haemophilus somnus
gibi baz1 bakteriyel etkenlerle birlikte BVD’'nin varlhigini
incelemisler ve alveolar makrofajlar, intersitisyel alanlar,
damar duvarlari ve bronsiol epitel hiicrelerinde
bulundugunu belirlemislerdir. Bir baska calismada ise
brons epitel hiicrelerinde immunpozitiflikler gorilmistir
(Yesilbag ve ark. 2014). Wilhemsen ve ark. (1990) ise
akcigerde herhangi bir lezyon goriilmemesine ragmen,
BALT' ta viral antijenlerin bulundugu bildirilmistir.
Sunulan c¢alismada da BALT, brons epitel hiicreleri,
peribronsial,  peribronsioler, intersitisyel alanlardaki
yangisal hiicreler ve arter duvarlarinda tespit edilmis
olmasi 6nceki ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur.

Ellis ve ark. (1998) yaptiklar1 bir c¢alismada viral
antijenleri arter duvarlarina ek olarak alveolar
makrofajlarda da tespit etmislerdir. Sunulan ¢alismada
alveolar makrofajlarin bulunmamasi akut bir enfeksiyon
déneminde olmadigindan kaynaklandig diisiindiirmiistiir.
Ellis ve ark. (1998)'nin ¢alismalarindaki gibi Shahriar ve
ark. (2002)'da viral antijenlerin arter duvarlarinda
bulundugunu tespit etmislerdir. Fakat Shahriar ve ark.
(2002)’'nin ¢alismalarinda BVD’ nin Mycoplasma spp. ve
Haemophilus somnus gibi diger bakteriyel etkenlerle miks
olarak bulundugu bildirilmistir. Benzer sekilde sunulan
calismada da arter duvarlarinda immunpozitiflik
goriilmesi, BVD’nin baska bir etken ile miks olarak
bulunabilecegini disiindiirmiistiir.

Immunohistokimyasal olarak elde edilen pozitif olgular
PCR ile konfirme edilmistir. Ciinkii BVD’nin teshisinde kisa
siirede antijen tespiti ve Kkarakterizasyonu icin PCR
yonteminin son yillarda yaygin olarak kullanildig:
bildirilmis (Sandvik 2005; Hilbe ve ark. 2007) ve etkenin
tespitine yonelik hizli ve duyarl bir yontem oldugu ifade
edilmistir (McGoldrick ve ark.1999). Ulkemizde daha
onceden yapilan ¢alismalarda pestivirus genusu igerisinde
bulunan border disease icin hem immunohistokimya
hemde PCR konfirmasyon c¢alismalar1 mevcuttur (Kul ve
ark. 2008; Oguzoglu ve ark. 2009; Toplu ve ark. 2011;
Toplu ve ark. 2012). Bu calismalarda border disease
enfeksiyonu icin hedef organizma olarak kuzular
oldugundan koyun ve kuzular agisindan iilkemizde tespit
edilen cografyalar icerisinde pozitif reaksiyonlar ve
konfirmasyonlar  gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada
solunum sistemi hedef organi olarak akcigerler ve duyarh
hayvan tirii olarak sigirlar secilmistir. Daha Once
deginildigi gibi Yesilbag ve ark. (2014) Marmara
bolgesinde bir hemorajik enteritis ve ciddi pneumoni
salgininda yine IHC ve PCR birlikteligini kullanarak teshise
gitmislerdir. Ancak c¢alismamizi gergeklestirdigimiz
Erzurum yoresi igin béyle bir calismanin yapilmamis
olmasi ve ilgili donem igerisinde hastalik varliginin oransal
olarak gosterildigi ilk calisma niteliginedir.

Sonu¢ olarak; bodlgemizde BVD'nin dogal sigir
pnoémonilerindeki varligi immunohistokimyasal yontemle
ilk kez ortaya konulmustur. Ek olarak etkenin Erzurum
yoresinde s18ir pndmonilerinde %5.5 oraninda bulundugu
ve dogal pndmoni olgularindaki etiyolojik ajanlardan birisi
oldugu tespit edilmistir.
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